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1 UVOD 
 
Tako Azija kot Evropa imata dolgo zgodovino proizvodnje fermentiranih živil, ki zaradi 
pestre mikrobiote predstavljajo pomemben vir komenzalnih mikroorganizmov (MO) v 
prehrani ljudi kot tudi vir novih MO z biotehnološkim potencialom. Med temi MO so gotovo 
najpomembnejše mlečnokislinske bakterije (MKB). Čeprav ima večina vrst MKB status 
GRAS/QPS (angl. Generally Recognized As Safe/Qualified Presumption of Safety) in se 
obravnavajo kot varne ter imajo pozitiven učinek na zdravje človeka, pa je v zadnjem času 
vse bolj jasno, da lahko tudi te, naravno prisotne MKB v fermentiranih živilih, predstavljajo 
rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom. Ker tako obstaja možnost horizontalnega 
prenosa genov za odpornost med bakterijami, tudi patogenimi, lahko pride do razširjanja 
odpornosti proti antibiotikom vzdolž prehranske verige.  
Magistrsko delo je del večje raziskave v sodelovanju z raziskovalno skupino s kitajske 
univerze »Key Laboratory of Dairy Biotechnology and Engineering, Inner Mongolia 
Agricultural University, Hohhot, Kitajska«. Kitajski partnerji želijo pridobiti izolate naravne 
mlečnokislinske mikrobiote iz fermentiranih mlečnih izdelkov iz geografsko oddaljene 
lokacije, Evrope, ter posledično skupno bakterijsko DNA za metagenomske analize 
bakterijske mikrobiote (sekvenciranje s tehnologijo SMRT).  
V magistrskem delu smo izolate MKB pridobili iz različnih mlečnih izdelkov iz Srbije in 
Slovenije, s čimer smo dobili vpogled v sestavo mikrobnih združb tradicionalnih mlečnih 
izdelkov. Ker se dandanes povečuje trend uživanja mlečnih izdelkov iz surovega mleka brez 
dodatka starterskih kultur (SK), smo želeli pridobiti čim več tovrstnih izdelkov in preučiti 
vpliv različnih dejavnikov na pestrost mikrobne populacije. V zadnji fazi naloge smo 
preučevali vpliv teh dejavnikov na sevno raznolikost znotraj vrst MKB Lactobacillus 
paracasei in Lactococcus lactis.  
1.1 NAMEN DELA  
Namen naloge je bil pridobiti čim več tradicionalnih mlečnih izdelkov, izdelanih iz surovega 
mleka ter brez ali z dodatkom SK. Iz njih smo želeli osamiti čim bolj raznolike izolate MKB 
ter na podlagi rezultatov analiz pridobiti podatke o mikrobiološki sestavi različnih mlečnih 
izdelkov in hkrati pridobiti avtohtone izolate za nadaljnje metagenomske raziskave. 
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1.2 HIPOTEZE 
• Predvidevamo, da bo mikrobiota mlečnih izdelkov, narejenih brez dodanih 
starterskih kultur, bolj vrstno raznolika od tiste v izdelkih, ki so proizvedeni z 
dodanimi starterskimi kulturami.  
 
• Predvidevamo, da se bo vrstna sestava mikrobiote mlečnih izdelkov razlikovala med 
vrstami izdelkov in različnimi lokacijami. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 MLEKO IN MLEČNI IZDELKI 
2.1.1 Mleko 
Surovo mleko je pridobljeno z izločanjem mlečnih žlez farmsko gojenih živali in ni segreto 
na več kot 40 °C ali obdelano po drugačnem postopku z enakim učinkom. Pridobljeno mora 
biti od živali, ki so v dobrem zdravstvenem stanju in brez znakov bolezni, ki bi jih 
potencialno lahko prenašale na ljudi (Uredba Sveta (ES) št. 853/2004). Takšno zdravstveno 
ustrezno mleko lahko uživamo tekoče ali pa ga z nadaljnjo predelavo spremenimo v različne 
mlečne izdelke (Codex  alimentarius..., 2011).  Po podatkih Statističnega urada Evropske 
unije predstavlja večino prirejenega mleka (97 %) v evropskem prostoru kravje mleko, kar 
petino surovega kravjega mleka pa v Evropi odkupijo in predelajo nemške mlekarne. 
Drugače velja za države južne Evrope, kjer je največ prirejenega ovčjega mleka, sledita kozje 
ter bivoličje mleko (Agriculture, forestry and…, 2019).  
Približno 87,7 % kravjega mleka sestavlja voda, 12,3 % pa je topnih snovi, od katerih je  
3,6-4,2 % mlečnih maščob, ki so pretežno trigliceridi, 3,3 % beljakovin, ki jih sestavljajo 
serumski proteini in kazeini, 4,7 % laktoze ter 0,7 % mineralov. Ovčje mleko se od kravjega 
razlikuje po osnovni kemijski sestavi, saj vsebuje okoli 82 % vode in 18 % suhe snovi, ki je 
višja predvsem na račun vsebnosti beljakovin (4-6 %) in maščobe (6-8 %), kar opredeljuje 
ovčje mleko kot beljakovinsko in kalorično nekoliko bogatejše, medtem ko se osnovni 
kemijski sestavi kozjega in kravjega ne razlikujeta veliko (Wijesinha-Bettoni in Burlingame, 
2013). 
Tavares in Malcata (2019) poročata o porastu trenda uživanja surovega mleka in mlečnih 
izdelkov iz surovega mleka. Razlogi za promocijo uživanja surovega mleka  so predvsem v 
njegovih ugodnih učinkih kot so zmanjšana pojavnost alergij ter boljša prehranska vrednost 
in senzorične lastnosti v primerjavi s pasteriziranim mlekom.  
Surovo mleko je kompleksno in popolno živilo, bogato z lastnimi presnovnimi encimi, 
protimikrobnimi in protiparazitskimi komponentami, maščobo, vitamini, minerali, 
esencialnimi aminokislinami in konjugirano linolno kislino. Kljub vsemu pa surovo mleko 
lahko predstavlja mikrobiološko tveganje zaradi morebitne prisotnosti potencialno 
patogenih bakterij, ki lahko izvirajo iz živali ali okolja med zbiranjem in skladiščenjem 
mleka. Zaradi tega se, predvsem na industrijskem nivoju, surovo mleko pred predelavo 
toplotno obdela (TO), vendar se s tem uniči tudi večino naravno prisotnih MO, ki sicer v 
mlečnih izdelkih oblikujejo specifične senzorične lastnosti (Tavares in Malcata, 2019; 
Tilocca in sod., 2020).  
2.1.2 Mlečni izdelki 
Mlečni izdelki so pridobljeni s predelavo surovega mleka ali nadaljnjo predelavo takih 
predelanih izdelkov (Uredba Sveta (ES) št. 853/2004). Pri predelavi se mleku lahko dodajajo 
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dodatki, ki so potrebni za njihovo izdelavo, če se le ne uporabijo zato, da bi v celoti ali 
deloma zamenjali katerokoli sestavino mleka (Pravilnik o veterinarskih pogojih..., 2004). 
Ker v Sloveniji trenutno nimamo veljavnega pravilnika o mleku in mlečnih izdelkih, si za 
razvrstitev mlečnih izdelkov v posamezne skupine običajno pomagamo s starim pravilnikom 
(Pravilnik o kakovosti mleka, mlečnih izdelkov, sirih in čistih cepiv, 1993), ki od 2004 sicer 
ne velja več, še vedno pa korektno opiše skupine mlečnih izdelkov, ki so: pasterizirano, 
sterilizirano in kuhano mleko, fermentirano mleko in mlečne pijače, zgoščeno mleko in 
mleko v prahu, smetana, surovo maslo, pinjenec in pinjenec v prahu, topljeno maslo, kajmak, 
siri in topljeni siri, sirotka in izdelki iz sirotke (albuminska skuta, albuminski sir), mlečni 
puding in mlečni namaz, kazein, kazeinati in precipitati kazeina ter sladoled, sladoledna 
zmes in zamrznjeni deserti. Leta 2018 je bilo v Evropi v mlekarskem sektorju predelano 
156,8 milijonov ton polnomastnega mleka, od tega ga je bilo 11 % namenjenega za pitje, 
ostalo pa za izdelavo različnih mlečnih izdelkov, predvsem sirov (Agriculture, forestry 
and…, 2019).  
Fermentirani mlečni izdelki so skupina živil, ki so zelo priljubljeni za uživanje po celem 
svetu, običajno pa vsebujejo veliko število MKB, od katerih imajo nekatere tudi probiotične 
lastnosti. Večinoma se še danes proizvajajo na tradicionalen način iz surovega 
polnomastnega mleka s procesom spontane fermentacije z naravno mikrobioto, ki jo 
vnesemo z dodatkom majhne količine predhodno fermentiranega mleka (Mo in sod., 2019; 
Wouters in sod., 2002). Zaradi zdravstvenih razlogov se dandanes mleko, ki se uporablja za 
predelavo v mlečne izdelke na industrijski ravni, toplotno obdela, večinoma s postopkom 
pasterizacije. Pri tem izgubimo nekatere toplotno občutljive komponente, kot so encimi, 
vitamini, imunoglobulini in koristne bakterije, ki so naravno prisotne v surovem mleku 
(Tavares in Malcata, 2019). Poleg toplotne obdelave mleka se, zaradi kontroliranja poteka 
proizvodnih procesov fermentacije v mlekarski industriji, uporabljajo SK, kar pa ne velja za 
tradicionalne fermentirane mlečne izdelke. Proizvodnja tradicionalnih mlečnih izdelkov je 
značilna za mnoge države na jugu Evrope (Wouters in sod., 2002).  
2.1.2.1   Kajmak 
Kajmak je mlečni izdelek mehke in kremaste teksture, izdelan s fermentacijo maščobnega 
sloja, ki ga posnamemo s kuhanega ali ohlajenega mleka in katerega tradicionalna 
proizvodnja poteka na območju Balkana (Srbija, Bosna in Črna gora), Irana, Turčije in 
Afganistana (Joković in sod., 2008). V Srbiji izdelava kajmaka poteka pretežno na malih 
kmetijskih gospodarstvih, prodaja pa je omejena predvsem na tržnice (Vesković Moračanin 
in sod., 2012; Joković in sod., 2008). Tradicionalna izdelava srbskega kajmaka, ki se že 
stoletja prenaša iz roda v rod, se prične s toplotno obdelavo mleka. Mleko med počasnim 
segrevanjem občasno pomešajo, da se ne prismodi ali prekipi. Zavreto mleko segrevajo še 
3-5 minut in nato še vročega prelijejo v široke, plitve posode, kjer ga pustijo nekaj ur do 
nekaj dni. V tem času se mlečna maščoba nabere na površini in oblikuje debel sloj smetane, 
ki jo posnamejo. Posneto smetano odcedijo, jo po plasteh zložijo v lesene kadi in solijo. 
Zlaganje plasti odcejene smetane z vmesnim soljenjem se nadaljuje, dokler lesena kad ni 
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polna, jo neprodušno zaprejo in prenesejo v prostor, kjer poteka naravna fermentacija, brez 
dodatka SK (Vesković Moračanin in sod., 2012).  Mladi kajmak zori 1 do 2 tedna, medtem 
ko zreli kajmaki lahko zorijo tudi do 7 mesecev (Joković in sod., 2008).  
2.1.2.2   Sir 
Sir je mlečni izdelek, katerega razmerje med sirotkimi proteini in kazeini ne presega 
razmerja v mleku. Pridobimo ga s kolagulacijo in/ali delno koagulacijo mleka in mlečnih 
izdelkov s sirili ter delnim odvajanjem sirotke. Na podlagi količine vode v nemastni snovi, 
vsebnosti maščobe v suhi snovi ter časa zorenja jih lahko delimo v različne tipe, po 
konsistenci, po vsebnosti maščobe ter po načinu zorenja (Codex Alimentarius..., 2011). Ker 
se trend uživanja surovega mleka in mlečnih izdelkov iz surovega mleka povečuje, je treba 
nujno upoštevati s tem povezana mikrobiološka ter higienska varnostna tveganja, na katera 
upravičeno opozarjajo rezultati mnogih študij (Tavares in Malcata, 2019). Tako so surovo 
mleko, mlečni izdelki iz surovega mleka kot tudi okolje, vir tako imenovanih nestarterskih 
MKB, lahko pa tudi patogenih MO, kar so v svoji študiji proučevali Frece in sod. (2016). 
Ko so ugotavljali mikrobiološko kakovost in pestrost naravne mikrobiote hrvaških sirov iz 
surovega kravjega in ovčjega mleka, ki zorijo v ovčjih kožah (sir iz mišine) se je izkazalo, 
da 2/3 izdelkov ni ustrezalo mikrobiološkim varnostnim zahtevam zaradi prevelikega števila 
stafilokokov in enterobakterij, v nobenem od analiziranih izdelkov pa niso potrdili 
prisotnosti listerij in salmonele. Izkazalo se je tudi, da so bili izdelki iz kravjega mleka boljše 
mikrobiološke kakovosti, kar so razložili z dejstvom, da je bilo v kravjem mleku več naravno 
prisotnih MKB kot v ovčjem, ki so nato med fermentacijo uspešno zavrle rast patogenih in 
kvarljivih MO.   
Posebej mikrobiološko zanimivi so tradicionalni siri, ki pa jih na območju JV Evrope ni 
malo. Eden takšnih je tudi naš bohinjski tradicionalni sir Mohant, izdelan iz surovega 
kravjega mleka. Gre za sir z zaščiteno oznako porekla (ZOP), kar pomeni da mora biti 
izdelan po predpisanem tehnološkem postopku, certificirani proizvajalci pa morajo 
upoštevati stroge pogoje ZOP, ki med drugimi zahtevajo, da morata biti krma in mleko 
dobljena z območja Bohinja. Mohant izdelujejo tako, da čez noč zoreno večerno mleko 
posnamejo in mu dodajo mleko jutranje molže. Po dodatku sirišča usirjeno mleko razrežejo 
in izdelajo sirno zrno velikosti graha ter solijo. Soljeno sirno zrno nato po plasteh zložijo v 
deže in pokrijejo ter zorijo v 3 fazah (hladno, toplo in ponovno hladno), skupaj približno 3 
mesece (Ravnik, 2012).  
Na območju srbskih planin so ponosni na izdelavo tradicionalnih mlečnih izdelkov, katere 
oblikujejo geografska, klimatska in vegetacijska pestrost. Eden takšnih je Zlatarski sir, 
poimenovan po planini Zlatar. Postopek izdelave poltrdega sira se začne s temperiranjem 
kravjega mleka na približno 35 °C, ki ga usirijo z dodatkom sirila iz siriščnikov telet ter 
koagulum po približno 2 urah ročno razrežejo na manjše kose. Oblikovano sirno zrno nato 
ločijo od sirotke ter po plasteh solijo v lesenih posodah in nato zalijejo s sirotko. Specifika 
postopka izdelave sira je zorenje v lastni sirotki v pokritih lesenih sodih od 20 do 60 dni pri 
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10-15 °C, odvisno od letnega časa, ter fermentacija z naravno mikrobioto, ki oblikujeta  
značilne senzorične lastnosti sira (Vesković Moračanin in sod., 2012; Terzić-Vidojević in 
sod., 2007). Drug primer tradicionalnega srbskega izdelka je Sremski sir. Izdelan je iz 
ovčjega ali mešanice kravjega ter kozjega mleka. Je slan in kisel ter nežne a čvrste 
konsistence, saj zori v slanici pri 12-15 °C tudi do 6 tednov (Anifantakis in Moatsou, 2006).   
2.1.2.3 Skuta 
Skuta je nemasten sveži sir, izdelan s kislinsko koagulacijo mleka, ki je lahko podprta z 
encimsko in, ki ne zori. Kislinsko koagulacijo lahko izzovemo z dodatkom MKB, ki zakisajo 
mleko z mezofilno mlečnokislinsko fermentacijo, ali pa z neposrednim dodatkom kisline, 
npr. ocetne, citronske. Koagulum razrežejo in odcedijo ter tako dobijo beljakovinsko bogato 
skuto, ki je zrnate do pastozne teksture, z nežnim, mlečnim ter rahlo kislim okusom in 
vonjem (Teneva-Angelova in sod., 2018). 
2.1.2.4 Surovo maslo 
Za surovo maslo bi lahko rekli, da je mlečni izdelek z višjo vsebnostjo maščobe v obliki 
emulzije vode v maščobi, ki je pridobljen izključno iz mleka ali mlečnih izdelkov (Codex  
alimentarius... 2011). Je eden najstarejših mlečnih izdelkov (Lee in sod., 2018). Kljub temu, 
da je bilo v Evropski uniji leta 2018 izdelano 2,4 milijone ton surovega masla in mlečnih 
izdelkov z višjo vsebnostjo maščobe in da je bilo kar 29 % mleka na trgu namenjenega za 
izdelavo surovega masla in kremnih namazov (Agriculture, forestry and…, 2019), pa 
njegova priljubljenost zaradi povezovanja mlečne maščobe s kardiovaskularnimi bolezni v 
zadnjih letih niha (Silva in sod., 2019) 
Kravje mleko vsebuje od 3,6 do 4,2 % mlečne maščobe, kjer večino (98 %) predstavljajo 
trigliceridi, ostalo so monoacilgliceroli, diacilgliceroli, proste maščobne kisline, fosfolipidi, 
steroli in karotenoidi. Po Evropski zakonodaji mora nesoljeno surovo maslo vsebovati od 82 
do 90 % mlečne maščobe in največ 16 % vode (Lee in sod., 2018), kot surovo maslo pa se 
lahko označijo mazavi mlečni izdelki, ki vsebujejo najmanj 82 % mlečne maščobe in so 
izdelani iz pasterizirane smetane ali pasterizirane fermentirane smetane z značilnimi 
senzoričnimi lastnostmi (Pravilnik o minimalni..., 2007).  
Ker je fermentacija eden najstarejših tehnoloških postopkov preoblikovanja surovin 
živalskega ali rastlinskega izvora, se je skozi zgodovino razvilo mnogo različnih 
tradicionalnih mlečnih izdelkov, ki pa zaradi novih tehnologij in industrializacije pogosto 
tonejo v pozabo. Eden takšnih je tunizijsko tradicionalno maslo, ki ga pridobivajo s 
pinjenjem surovega kravjega mleka v vreči iz ovčje kože. Tak izdelek vsebuje manj maščob 
(66 %) in večji delež vode kot ostala komercialna masla, kar zniža stabilnost izdelka in 
prispeva k boljšim pogojem za rast MKB. Tradicionalno tunizijsko maslo je pri 4 °C stabilno 
do 12 dni (Samet-Bali in sod., 2009), medtem ko je klasično surovo maslo, shranjeno pri  
5 °C, stabilno tudi 14 tednov (Krause in sod., 2008). 
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2.1.2.5 Pinjenec 
Stranski produkt izdelave surovega masla, ki nastane pri procesu pinjenja, je tekočina, ki 
vsebuje minerale, laktozo, beljakovine in fosfolipid lecitin (Lee in sod., 2018). To tekočino, 
ki jo imenujemo pinjenec, se običajno fermentira z dodatkom mezofilnih MKB vrste 
Lacactococcus lactis subsp. lactis, Lac. lactis subsp. cremoris in Leuconostoc mesenteroides 
subsp. cremoris. Značilnost pinjenca je, da se pri procesu pinjenja iz membran maščobnih 
globul izločajo fosfolipidi, ki dajo pinjencu odlične emulgirne sposobnosti, hkrati pa 
povečajo njegovo funkcionalnost z bioaktivnimi lastnosti. Pinjenec zaradi postopka nastanka 
namreč vsebuje sedemkrat več fosfolipidov kot polnomastno mleko (Barukčić in sod., 2019). 
2.2 MLEČNOKISLINSKE BAKTERIJE 
Mlečnokislinske bakterije so po Gramu pozitivne in so najpomembnejša skupina MO pri 
pripravi fermentiranih živil (Dec in sod., 2018). So nesporogeni MO, ki v svojem DNA 
vsebujejo manj kot 55 mol % G+C baznih parov in med fermentacijo ogljikovih hidratov 
tvorijo mlečno kislino (Frece in sod., 2016). MKB so katalaza in citokrom oksidaza 
negativne bakterije s fermentativnim metabolizmom in so močno saharolitične 
(Abdollahniya in sod., 2018). S svojim delovanjem povečujejo mikrobiološko kakovost 
fermentiranih živil (Frece in sod., 2016), tudi fermentiranih mlečnih izdelkov, saj poleg 
mlečne kisline običajno proizvajajo tudi druge protimikrobne snovi, ki zavirajo rast 
patogenih MO in kvarljivcev, s čimer povečujejo varnost in obstojnost fermentiranih živil. 
MKB, ki so tesno povezane s fermentacijo hrane in imajo status GRAS, spadajo v rodove 
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Weissella in Tetragenococcus (Ravyts in sod., 2012), medtem 
ko Abdollahniya in sod. (2018) navajajo, da naj bi bile za fermentacijo predvsem pomembne 
MKB iz rodov Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus in Pediococcus. Oznako GRAS 
dodeluje EFSA (European Food Safety Authority) ali FDA (U.S. Food and Drug 
Administration) (Guo in sod., 2017). 
Glede na temperaturno območje rasti MKB v grobem razdelimo v dve skupini. Ločimo 
mezofilne bakterije, ki rastejo in se razmnožujejo pri 20-30 °C in termofilne bakterije, ki 
rastejo med 30-45 °C. Zato ne preseneča, da v tradicionalnih fermentiranih mlečnih izdelkih 
zahodne in severne Evrope prevladujejo mezofilne MKB, medtem ko je za tradicionalne 
fermentirane mlečne izdelke celinskega podnebje značilna prevlada termofilnih MKB 
(Wouters in sod., 2002).  
Glede na metabolizem ogljikovih hidratov delimo MKB v tri skupine. Prvo skupino 
sestavljajo obligatno homofermentativne MKB, ki izkoriščajo heksoze izključno po 
glikolitični poti, kjer je mlečna kislina edini končni produkt. V drugi skupini najdemo 
obligatno heterofermentativne MKB, ki pentoze in heksoze izkoriščajo preko fosfoketolazne 
poti, pri čemer poleg mlečne kisline nastajajo tudi drugi produkti, npr. etanol ali acetat. 
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Tretja skupina pa so fakultativno heterofermentativne MKB, ki razgrajujejo heksoze po 
glikolitični in pentoze po fosfoketolazni poti (Ravyts in sod., 2012). 
2.2.1 Nestarterske mlečnokislinske bakterije 
Pomemben proces, ki ga vodijo MO, naravno prisotni v surovem mleku, je fermentacija 
(Abdollahniya in sod., 2018). Surovo mleko je zaradi visoke vsebnosti makroelementov 
(maščobe, proteini in ogljikovi hidrati), mikroelementov (vitamini, aminokisline in 
minerali), ustrezne vrednosti pH (6,4-6,7) in visoke vodne aktivnosti (aw) ustrezen medij za 
rast bakterij (Hahne in sod., 2019).   
 
Mikrobiota, ki je naravno prisotna v mleku, je ključna za ustrezen potek fermentacije in 
zakisanja mleka, za protimikrobno delovanje proti nezaželenim MO in za oblikovanje 
značilnih senzoričnih lastnosti končnega izdelka, kar je pomembno predvsem pri izdelkih z 
zaščiteno oznako porekla (ZOP) ali z zaščitenim geografskim poreklom (ZGP) 
(Abdollahniya in sod., 2018; Cavangah in sod., 2014). Še vedno velja, da v tradicionalnih 
mlečnih izdelkih najdemo več MKB s potencialno probiotičnimi lastnostmi kot v 
industrijsko proizvedenih (Abdollahniya in sod., 2018), poleg tega pa avtohtone bakterije 
učinkoviteje zmanjšujejo raven biogenih aminov v mlečnih izdelkih in prispevajo k 
oblikovanju njihove polnejše arome (Bassi in sod., 2015).  
 
V surovem mleku in tradicionalnih mlečnih izdelkih, kot so npr. tradicionalni siri in kumis, 
najdemo raznolike populacije MKB. Najpogostejši predstavniki so iz vrst Lactobacillus 
casei, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. rhamnosus, Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lac. 
lactis subsp. cremoris, Lac. lactis subsp. lactis, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc 
mesenteroides ter tudi enterokoki iz vrst Enterococcus faecium, Ec. durans in Ec. faecalis 
(Zuo in sod., 2014). Yu in sod. (2017) dodajajo, da je pogost predstavnik fermentiranih 
mlečnih izdelkov iz surovega mleka tudi  Lac. garvieae, ki je fenotipsko zelo podoben Lac. 
lactis.   
 
Toplotna obdelava mleka, poleg uničenja patogenih MO, uniči tudi velik del avtohtonih 
neškodljivih, tehnološko koristnih bakterij (Tilocca in sod., 2019). Zaradi pozitivnih 
lastnosti surovega mleka, je v 90-ih letih prejšnjega stoletja Evropa pričela z reševanjem 
problematike izdelave mlečnih izdelkov, predvsem sirov, iz surovega mleka in pri tem 
zagotavljati varnost potrošnikov. Postavili so stroge regulative, ki določajo kakovost 
surovine, predvsem mikrobiološko kakovost mleka, čas zorenja, ki mora biti vsaj 60 dni, ter 
higienske razmere v predelovalnem obratu (Tavares in Malcata, 2019).  
2.2.2 Starterske mlečnokislinske bakterije 
Fermentacija hrane je bila včasih spontan in empirično opisan proces, vodena s strani 
nepoznane mikrobiote, prisotne v surovinah in okolju. Vendar se zaradi želje po 
pospeševanju fermentacije, standardizaciji postopkov in kakovosti končnih izdelkov ter 
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preprečevanju napak med postopki fermentacije, v živilski industriji povečuje uporaba SK. 
SK so MO, izbrani iz ustreznih avtohtonih okolij in fermentacijskih procesov (Bassi in sod., 
2015; Caro in sod., 2020). V industriji se delijo na dve skupini in sicer na definirane in 
nedefinirane SK. Slednje so mešanice nepoznanega števila MKB različnih vrst, izoliranih iz 
različnih tradicionalnih fermentiranih izdelkov (Wouters in sod., 2002). 
 
Trenutno gre razvoj v smeri funkcionalnih SK, ki dodatno zagotavljajo optimizacijo 
procesov ter povečanje hranilne vrednosti, varnosti in kakovosti fermentiranega živila. 
Znanost in industrija stremita k razvoju in izolaciji novih kultur s specifičnimi metabolnimi 
lastnostmi, ki dajo nove in zanimive protimikrobno učinkovite molekule ter izkazujejo 
nutracevtske lastnosti ali izboljšujejo senzorične lastnosti izdelkov. Poleg metabolnih 
reakcij, MKB v sodelovanju z ostalimi MO, kot so koagulaza-negativni stafilokoki, 
kvasovke in plesni, igrajo pomembno vlogo pri oblikovanju različnih vrst fermentiranih živil 
(Ravyts in sod., 2012; Caro in sod., 2020).  
2.2.2.1  Rod Lactobacillus  
Bakterije rodu Lactobacillus so najštevilčnejša skupina MKB, saj trenutno združuje 503 
identificirani vrsti in 40 podvrst (Parte, 2018). So aerotolerantne ali anaerobne ter katalaza 
negativne palčke. Na osnovi 16S sRNA sekvenciranja so laktobacili razdeljeni v 15 velikih 
filogenetskih skupin. Ker so prehransko zahtevna skupina bakterij, naseljujejo predvsem 
okolja, bogata s hranili kot so fermentirana živila, rastlinski materiali ali prebavni trakt ljudi 
in živali (Dec in sod., 2008), vendar jih v tradicionalnih mlečnih izdelkih pogosto prerastejo 
močno kislinotvorni sevi iz rodu Lactococcus (Wouters in sod., 2002). Lactobacillus 
paracasei, Lactobacillus plantarum in Lactobacillus curvatus so prevladujoči predstavniki 
laktobacilov v mlečnih izdelkih iz surovega mleka (Terzić-Vidojević in sod., 2007).  
 
Laktobacili v gostitelju izboljšujejo prebavo, adsorpcijo hranil, modulirajo imunski odziv ter 
znižujejo vsebnost toksičnih in mutagenih snovi ter serumskega holesterola. Zaradi naštetih 
zdravju ugodnih učinkov so bakterije rodu Lactobacillus iz prebavnega trakta pogosto 
vključene v študije identifikacije novih vrst, saj se danes določeni sevi rodu Lactobacillus 
uporabljajo kot probiotični MO, za kar morajo ustrezati strogim kriterijem (Dec in sod, 
2018). Raziskovanje mikrobiote v fermentiranih živilih je ključno za živilsko industrijo in 
za razvoj novih izdelkov s specifičnimi karakteristikam (Bertuzzi in sod., 2018).   
2.2.2.2     Rod Lactococcus 
Rod Lactococcus trenutno združuje 21 identificiranih vrst in 6 podvrst (Parte, 2018). 
Laktokoki so po Gramu pozitivne, katalaza negativne, fakultativno anaerobne, nesporogene 
kroglaste bakterije, med katerimi so v mlekarski industriji kot SK najpomembnejši 
predstavnik vrste Lactococcus lactis. To so homofermentativne, mezofilne bakterije, ki hitro 
znižujejo vrednost pH v mleku, medtem ko je Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 
diacetylactis sposoben presnavljati citrat, pri čemer se tvorijo aromatične komponente, ki 
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ugodno vplivajo na oblikovanje senzoričnih lastnosti mlečnih izdelkov (Cavanagh in sod., 
2014). Da pa laktokoki nimajo samo dobrih tehnoloških lastnosti, pričajo tudi različne 
študije, ki poročajo o probiotičnih lastnostih sevov vrste Lactococcus lactis (Yu in sod., 
2017).  
  
Če surovo mleko določen čas pustimo pri sobni temperaturi, se bo v njem razrasla 
mikrobiota, v kateri običajno prevladujejo mezofilni laktokoki. Če tako mleko precepljamo 
v novo, sveže mleko, se sčasoma zmanjšata število in pestrost ostalih prisotnih sevov na 
račun prevlade laktokokov (Wouters in sod., 2002), ki imajo zaradi velikih razlik v velikosti 
in vsebini genoma ter presnovi ogljikovih hidratov dobro preživelost v različnih okoljih. 
Velikost genoma laktokokov varira od 1,99 Mb (Lac. plantarum) do 2,46 Mb (Lac. lactis) 
in je v primerjavi z ostalimi MKB rodovi majhna (1,23-4,91 Mb za laktobacile in 2,31-5,27 
Mb za enterokoke), kar pojasnjuje dobro kompetitivnost ter adaptacijo laktokokov v 
različnih gostiteljih in ekoloških nišah (Yu in sod., 2017). 
2.2.3 Horizontalni prenos genov  
Ker so v živilski industriji MKB zagotovo najpomembnejša in najobsežnejša skupina MO, 
ki se uporabljajo v obliki SK kot tehnološke ali probiotične bakterije in tako vstopajo v 
živilsko verigo, je več kot na mestu skrb glede njihove varnosti. Zaradi razširjenosti in 
možnosti prenašanja genskih zapisov za odpornost proti antibiotikom med MO, lahko MKB 
v SK predstavljajo vir takih genov, saj rezultati več študij poročajo, da odpornost proti 
antibiotikom med MKB narašča in postaja globalen zdravstveni problem (Guo in sod., 2017; 
Dec in sod., 2018).  
Prebavni trakt je mikrobiološko zelo raznoliko in bogato okolje,  kjer prihaja do izmenjave 
genetskega materiala med patogenimi, potencialno patogenimi in nepatogenimi bakterijami 
in je posledično rezervoar genov z zapisi za odpornost proti antibiotikom (Dec in sod., 2018). 
Zato je potrebno pred vsako vključitvijo novega seva MKB v živilsko verigo preučiti njihovo 
odpornost proti antibiotikom (Guo in sod., 2017). 
Dec in sod. (2018) so preučevali vpliv uporabe antibiotikov pri perutnini na laktobacile v 
prebavnem traktu živali. Dokazali so, da se genski zapisi za odpornost, ki so locirani na 
plazmidih ali transpozonih, prenašajo horizontalno ne le med laktobacili, temveč tudi med 
potencialnimi patogenimi enterokoki. Posledica prevzemanja takšnih plazmidov so 
bakterije, odporne proti različnim antibiotikom kot sta npr. tetraciklin in linomicin. Enak 
mehanizem je bil dokazan tudi pri laktobacilih in laktokokih, izoliranih iz tradicionalnih 
sirov (Guo in sod., 2017; Cavanagh in sod., 2014). Bonham in sod. (2017) dodajajo, da ima 
horizontalni prenos genov ključno vlogo v mikrobni evoluciji in lahko poleg pridobljene 
odpornosti proti antibiotikom pomaga tudi pri prilagoditvah MO na nova okolja.  
Dedni zapisi pri horizontalnem prenosu se, za razliko od vertikalnih prenosov, kjer se le ta 
prenaša med generacijami, prenašajo med nesorodnimi MO istih generacij. Horizontalni 
prenos genov je pogost proces med MO, ki je odvisen od biotskih in abiotskih dejavnikov 
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(Cavanagh in sod., 2014; Bonham in sod., 2017). To so dokazali Cavanagh in sod. (2014) v 
svoji študiji, kjer so genetske analize plazmidov vrste Lac. lactis določile veliko podobnih 
regij, ki so sicer značilne za enterokoke, laktobacile ali streptokoke. Mehanizem prenosa 
genov v modelnem mikrobiomu različnih sirov iz Evrope in Amerike so dokazali tudi 
Bonham in sod. (2017). 
2.3 METODA MALDI-TOF MS  
Metoda MALDI-TOF MS je okrajšava za masno spektrometrijo z ionizacijo v nosilcu z 
lasersko desorbcijo in masnim analizatorjem časa preleta ionov (angl. Matrix  Assisted Laser 
Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry). Uporabnost metode v 
mikrobioloških laboratorijih se je v zadnjih letih močno povečala, saj z 90-100 % 
verjetnostjo uspešno in pravilno identificira tako po Gramu pozitivne in negativne ter 
anaerobne bakterije, kot tudi patogene mikobakterije, kvasovke in plesni. Poleg 
identifikacije MO se metoda uporablja tudi za testiranje protimikrobnih učinkovin proti MO 
ter določanje sorodnosti med različnimi sevi iste vrste (Angeletti in Ciccozzi, 2019). Metoda 
je hitra, točna in kljub veliki začetni investiciji cenovno bolj ugodna kot molekularne in 
imunološke metode za identifikacijo MO (Singhal in sod., 2015).  
Metoda temelji na masni spektometriji, ki iz majhnega števila celic (105 -106) v kratkem času 
določi edinstven masno spektralni odtis MO in ga primerja z zbranimi spektralnimi odtisi 
MO v podatkovni bazi. Za zanesljive rezultate je pomembna natančna in široka baza odtisov 
različnih MO, ki se ves čas nadgrajuje. Osnova učinkovitosti metode je ta,  da ni odvisna od 
metabolnih poti MO, ampak temelji na analizi tako imenovanih vzdrževalnih (angl. 
housekeeping) ter ribosomalnih proteinov (Angeletti in Ciccozzi, 2019). 
 
Slika 1: Shema MALDI-TOF metode (Singhal in sod., 2015: 3) 
Za analizo je najprej potrebna ekstrakcija proteinov v vzorcu preiskovanih celic čiste kulture 
s kemijskim matriksom, ki vsebuje α-ciano-4 hidroksicinamsko kislino (HCCA) (Angeletti 
in Ciccozzi, 2019). Vzorec, ki ga oblikujejo kolonije čiste kulture, zrasle na trdem gojišču, 
in matriks se naneseta na jekleno ploščico in vstavita v ionizacijsko komoro MALDI-TOF 
masnega spektra (slika 1). Peptidi v vzorcu se zaradi izpostavitve energiji, ki je laserski 
žarek, pretvorijo v ione, ki se nato na podlagi razmerja med maso in nabojem ločijo drug od 
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drugega in trčijo na detektor. Večji ioni potujejo počasneje kot manjši. Ionski detektor nato 
nabitim analitom določi maso in naboj ter vrednosti pretvori v masni spekter. Za 
identifikacijo MO se uporabi specifičen vzorec ribosomalnih in vzdrževalnih beljakovin, ki 
predstavljajo približno 60–70 % suhe mase mikrobne celice. Spektralni odtis vzorca se 
primerja z odtisom ribosomalnih beljakovin v obsežni in dostopni podatkovni bazi (Singhal 
in sod., 2015).   
Za identifikacijo MO se uporabljajo predvsem masni analizatorji TOF. Določeni TOF 
analizatorji imajo v zadnjem delu polnilne cevi ogledalo, ki služi za odboj ionov skozi cev 
do detektorja. Takšno ionsko ogledalo ne le da poveča dolžino cevi za letenje ampak tudi 
zmanjša razlike med energijami ionov (Singhal in sod., 2015).   
2.4  METODA RAPD-PCR  
Več desetletij se je za identifikacijo MKB uporabljalo predvsem biokemijske in 
fenotipizacijske metode, vendar je zaradi slabše ponovljivosti rezultatov stroka stremela k 
razvoju boljših in hitrejših molekularnih tehnologij, ki temeljijo na analizi nukleinskih kislin 
(Abdolahniya in sod., 2018). Dejstvo je, da je identifikacija MKB zaradi filogenetske 
raznolikosti, pogosto zahtevna naloga, fenotipske metode pa lahko zaradi variiranja pogojev 
kultivacije podajo lažne rezultate (Cavanagh in sod., 2014).  
Na področju identifikacije MKB je v zadnjih letih prišlo do velikega napredka. Danes se za 
kategorizacijo in analizo MKB najpogosteje uporabljajo molekularne metode, kot so DNA-
DNA hibridizacija, DNA sekvenciranje, verižna reakcija s polimerazo (PCR), polimorfizem 
dolžin restrikcijskih fragmentov pomnoženih z verižno reakcijo s polimerazo (PCR-RFLP) 
in naključno pomnoževanje polimorfne DNA (RAPD-PCR). Prednost teh metod je dobra 
ponovljivost, točnost ter hitrost (Abdolahniya in sod., 2018).  
RAPD-PCR je metoda, ki temelji na pomnoževanju naključnih delov DNA s kratkimi 
začetnimi oligonukleotidi, dolžine od 10 do 12 baznih parov. Dobljeni pomnožki so zelo 
specifični, zato se metoda uporablja za identifikacijo MO na nivoju vrste in sevov ter za 
določanje mutacij in poškodb DNA (Tofalo in Corsetti, 2017). Analiza RAPD-PCR ima kar 
nekaj prednosti in sicer je za analizo zadostna že zelo majhna količina vzorca DNA, analiza 
rezultatov pomnožkov RAPD na agaroznem gelu je relativno preprosta, metoda ne zahteva 
specifičnih začetnih oligonuleotidov, stroški analize so nizki, nenazadnje pa ima analiza 
dobro ponovljivost, ki jo zagotavlja izvajanje analize po standardnih protokolih 
(Abdolahniya in sod., 2018).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 NAČRT POSKUSA  
V nalogi smo analizirali 39 mlečnih izdelkov, od katerih je bila večina tradicionalnih 
mlečnih izdelkov, izdelanih iz surovega mleka in brez dodatka SK. Iz mlečnih izdelkov smo 
izolirali čim bolj raznolike izolate MKB ter s pomočjo analiz dobili vpogled v mikrobiološko 
sestavo tradicionalnih mlečnih izdelkov. Potek poskusa prikazuje slika 2. 
 
Slika 2: Načrt eksperimentalnega dela   
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3.2 MATERIALI 
3.2.1 Vzorci mlečnih izdelkov 
V nalogi smo analizirali 39 vzorcev mleka in mlečnih izdelkov, od tega jih je bilo 24 iz 
Slovenije, 14 iz Srbije in 1 iz Rusije. Ob zbiranju vzorcev smo bili pozorni, da smo pridobili 
čim več in karseda točne podatke o surovini in korakih tehnološkega postopka izdelave 
mlečnih izdelkov (vrsta uporabljenega mleka, toplotna obdelava mleka, dodatek SK). 
Seznam vseh vzorcev mlečnih izdelkov in nekaterih njihovih značilnosti je podan v 
preglednicah 1 (mlečni izdelki iz Slovenije) in 2 (mlečni izdelki iz Srbije in Rusije).  
Preglednica 1: Seznam vzorcev mlečnih izdelkov iz Slovenije 
Številka 
vzorca 
Proizvajalec Izdelek Vrsta 
mleka 
Čas 
zorenja 
TO SK Analiza 
1 Mlekarstvo 
Podjed 
 
Skuta Kravje Ne zori / Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
2 Sir z zelišči Kravje / / Da Štetje  
MALDI-TOF 
3 Loška 
mlekarna 
 
Skuta Kravje Ne zori Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
4 Sir 
Gosposki 
Kravje / Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
5 Sir 
Edamski 
lahki 
Kravje / Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
6 Kmetija 
Pustotnik 
Skuta Kravje Ne zori Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
7 Sir 
Pustotnik 
Kravje 8-12 
mesecev 
Ne Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
8 Sir Kosec Kravje 3-6 
mesecev 
Ne Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
9 Sir Kozovč Kozje 
in 
ovčje 
4-8 
mesecev 
Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
10 Sir Martin Kravje 2-3 mesece Ne Da Štetje  
MALDI-TOF 
11 Sir 
Volbenk 
Kravje 2-3 mesece Ne Da Štetje  
MALDI-TOF 
12 Sir Kozji Kozje 3-6 
mesecev 
Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
 
      Se nadaljuje 
Avsec N. Identifikacija mlečnokislinskih bakterij... iz Slovenije in sosednjih regij.                                    15   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
  
Nadaljevanje Preglednice 1: Seznam vzorcev mlečnih izdelkov iz Slovenije 
 
Številka 
vzorca 
Proizvajalec Izdelek Vrsta 
mleka 
Čas 
zorenja 
TO SK Analiza 
13 Mlekarna 
Planika 
Skuta Kravje Ne zori Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
14 Bohinjske 
mlekarne 
Mohant Kravje 4-6 
tedne 
Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
15 Ostan Bovški sir 
PDO 
Ovčji 2 
meseca 
Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
16 Čuš Falot Kravje / Ne Da Štetje  
MALDI-TOF 
17 Bogovič Surovo 
mleko 
Kravje Ne zori Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
19 Simon 
 
Surovo 
kozje mleko 
Kozje Ne zori Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
20 Surovo 
maslo 
(sladka 
smetana) 
Kozje Ne zori Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
21 Pinjenec 
(sladka 
smetana) 
Kozje Ne zori Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
22 Surovo 
maslo (kisla 
smetana) 
Kozje Ne zori Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
23 Pinjenec  
(kisla 
smetana) 
Kozje / Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
24 Kozji sir Kozje / Da Da Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
25 Kozje kislo 
mleko 
Kozje / Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
/ ni podatka 
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Preglednica 2: Seznam vzorcev mlečnih izdelkov iz sosednjih regij (Srbija, Rusija) 
Številka 
vzorca 
Proizvajalec Izdelek Vrsta 
mleka 
Čas 
zorenja 
TO SK Analiza 
18 Eldin 
Mušović 
Sjenički sir  Ovčje 4 tedne Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
261 / Kefir Kravje Ne zori / Ne Štetje  
MALDI-TOF 
27 Rifko 
Mašović 
Sjenički sir Ovčje 4 mesece Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
28 Sjenički sir Kravje 5 
mesecev 
Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
29 Ljubo 
Trpković 
Sjenićki sir Kravje  Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
30 Milanko 
Drobnjakovi
ć 
Sjenički sir Kravje / Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
31 Milanko 
Kurčubić 
Zlatarski 
kajmak 
/ 3 mesece Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
32 Milan 
Puzović 
Zlatarski 
kajmak 
/ 5 
mesecev 
Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
33 Goran 
Vujašević 
Zlatarski 
kajmak 
/ 20 dni Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
34 Velizar 
Petrić 
Zlatarski 
sir 
Kravje  35 dni Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
35 Nenad 
Ivezić 
Zlatarski 
sir 
Kravje  30 dni Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
36 Dragoman 
Kovačević 
Zatarski sir Kravje  2 meseca Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
RAPD-PCR 
37 Zoran 
Trmčić 
Zlatarski 
sir 
Kravje 45 dni Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
38 Goran 
Vujašević 
Zlatarski 
sir 
Kravje 3 mesece Ne Ne Štetje  
MALDI-TOF 
39 / Sremski sir Kravje  / 1/3 
kuhano
2/3 
surovo 
Ne Štetje  
MALDI-TOF 
1 edini vzorec iz Rusije, vsi ostali vzorci so iz Srbije 
/ ni podatka  
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3.2.2 Laboratorijska oprema in pribor 
Preglednica 3 prikazuje laboratorijsko opremo in pribor, ki smo ga uporabili pri našem 
delu. 
Preglednica 3: Seznam pripomočkov za izvedbo analiz 
Pripomoček Proizvajalec 
Avtomatske pipete (Finnpipette) različnih volumnov z 
ustreznimi nastavki  
ThermoFisher Scientific, ZDA 
Pinceta  / 
Sterilne petrijeve plošče za enkratno uporabo Golias Labortehnika, Slovenija 
Steklovina (steklene epruvete, čaše, merilni valji) / 
Cepilne zanke za enkratno uporabo in sterilizirani leseni 
zobotrebci 
Golias Labortehnika, Slovenija 
Anaerobne škatle in generatorji anaerobnih razmer BioMerieux, Marcy l'Etoile, Francija; 
GENbox  Jar 2,5 L 96127; Genbox  
anaerob 96124 
Gorilnik / 
Sterilizirane mikro epruvetke (200 µl, 500 µl in 1,5 µl) Eppendorf, Nemčija 
Števec kolonij na petrijevih ploščah EŠKO 7L, LABO, Ljubljana 
Dilumat S AES Chemunex, Bretagne, Francija 
Gnetilnik BagMixer® 400 Interscience, Saint-Nom-la-Bretèche, 
Francija 
Analitska tehtnica AT 400 Mettler Toledo, Švica 
Vrtinčni mešalnik Vibromix, Slovenija 
Centrifuga 3K18 Hettich, Nemčija 
Mikrovalovna pečica Bosch, Nemčija 
Inkubator BT150 Marijan Krokter, Slovenija 
MALDI TOF masni spektrometer Bruker Mikroflex  LT Bruker Daltonik, Nemčija 
PCR ciklični termostat Mastercycler gradient Eppendorf, Nemčija 
Gelska elektroforeza Power pac 300  Bio-Rad Laboratories, ZDA 
UV Transiluminator  Uvitec, Anglija 
Fotoaparat za UV slikanje Uvitec, Anglija 
Avtoklav A-21CA Kambič, Slovenija 
Vodna kopel WB-30 Kambič, Slovenija 
Čistilec vode Mili RO 10 plus in Milli Q plus Merck, Nemčija 
 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča in raztopine 
3.2.3.1 Trdo in tekoče gojišče MRS 
Trdo gojišče de Man, Rogosa in Sharpe (MRS) je neselektivno gojišče za obogatitev, gojenje 
in osamitev laktobacilov iz najrazličnejših vzorcev (Curtis in sod., 2003a). Selektivnost za 
laktobacile se nekoliko izboljša, če vrednost pH gojišču znižamo na 5,7 ter vsebuje 0,14 % 
sorbinske kisline (tako imenovan MRS-S agar).  
Tudi tekoče gojišče MRS se uporablja za gojenje laktobacilov po de Man, Rogosa, Sharpe. 
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Obe gojišči MRS smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemčija). 
Pred uporabo smo ju avtoklavirali 15 minut pri 118 °C.  
3.2.3.2 Trdo in tekoče gojišče M17 
Curtis in sod. (2003b), navajajo, da je gojišče M17 primerno predvsem za gojenje in 
določanje velikosti populacije streptokokov v mleku in mlečnih izdelkih.   
Tako trdo kot tekoče gojišče M17 smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, 
Darmstadt, Nemčija) in ju pred uporabo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.  
3.2.3.3 Gojišča z glicerolom 
Po potrebi smo v sveže pripravljeno tekoče gojišče MRS ali M17 dodali približno 20 % 
sterilnega glicerola. Tako pripravljena tekoča gojišča smo uporabljali za shranjevanje 
bakterijskih celic laktobacilov ali laktokokov pri -20 °C.  
3.2.4 Razredčevalne raztopine 
3.2.4.1 Ringerjeva raztopina ¼ jakosti 
Ringerjevo raztopino ¼ jakosti smo pripravili po navodilih proizvajalca. V 0,5 l deionizirane 
vode smo raztopili 1 Ringerjevo tableto (Merck, Darmstadt, Nemčija) in premešali. Tako 
pripravljeno raztopino smo razdelili v epruvete po 9 ml in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.   
3.2.4.2 Raztopina natrijevega citrata 
Raztopino natrijevega citrata se uporablja kot razredčevalno raztopino za vzorce z visokim 
deležem maščob (Jeršek, 2016). 20 g natrijevega citrata smo raztopili v destilirani vodi in 
temeljito premešali. Tako pripravljeno raztopino smo pred uporabo avtoklavirali 15 minut 
pri 121 °C.   
3.2.5 Reagenti za RAPD-PCR 
Reagenti potrebni za pripravo reakcijske mešanice za RAPD-PCR:  
• 5 x  Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega®, Madison, ZDA) ali 5 x  MyTaq™ Red    
Buffer (Bioline, London, Velika Britanija) 
• MgCl2 , 25mM (Promega®, Madison, ZDA) 
• GoTaq G2 Flexi DNA Polimeraza, 5u/µl (Promega®, Madison, ZDA)   
• mešanica dNTP-jev, 10mM (Thermo Scientific, Walthman, ZDA) 
• začetni oligonuleotid M13, 100µM (5´-CCGCAGCCAA-3´) (Torriani in sod., 1999) 
Vse reagente smo pripravili po navodilih proizvajalca ter preračunali potrebne končne 
koncentracije oz. volumne posamezne komponente, potrebnih za določeno število vzorcev. 
V preglednicah 4 in 5 so prikazani volumni in končne koncentracije za pripravo reakcijske 
mešanice za en vzorec. 
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Zeleni pufer (Green GoTaq® Flexi Buffer) proizvajalca Promega® je sestavljen iz modrega 
in rumenega barvila, kar omogoča lažje spremljanje poteka elektroforeze. V 1 % agaroznem 
gelu potuje rumeno barvilo hitreje kot začetni oligonukleotid (< 50 bp), medtem ko modro 
barvilo potuje z enako hitrostjo kot 3-5 kb veliki odseki DNA. 
Preglednica 4: Sestava reakcijske mešanice za en vzorec pri uporabi Green GoTaq® pufra brez DNA 
Reagent Končna koncentracija Volumen 
Sterilna MQ voda  - 12,3 µl 
Green GoTaq pufer 1 x  (4 µl z DNA)* 
MgCl2 4 mM 3,2 µl 
začetni oligonukleotid M13 1 µM 0,2 µl 
dNTP 0,1 mM 0,2 µl 
Taq polimeraza 0,025 u/µl 0,1 µl 
Volumen mešanice - 16 µl 
* dodano naknadno (po izolaciji DNA s toploto v Green GoTag pufru) 
 
MyTaq rdeč pufer (MyTaq™ Red  Buffer) poleg barvila vsebuje še 5 mM MgCl2  in 5 mM 
dNTP. 
Preglednica 5: Sestava reakcijske mešanice za en vzorec pri uporabi MyTaq™ Red pufra brez DNA 
Reagent Končna koncentracija Volumen 
Sterilna MQ voda  - 14,9 µl 
MyTaq Red pufer 1 x  (4 µl z DNA)* 
MgCl2 4 mM 0,8 µl 
Primer M13 1 µM 0,2 µl 
dNTP 0,1 mM 0 µl 
Taq polimeraza 0,025 u/µl 0,1 µl 
Volumen mešanice - 16 µl 
* dodano naknadno (po izolaciji DNA s toploto v MyTag red pufru) 
3.2.6 Reagenti za analizo pomnožkov z elektroforezo v agaroznem gelu 
• 50 x  TAE pufer (Tris-acetat-EDTA) 
• Agaroza (Sigma-Aldrich, Dermstadt, Nemčija)  
• Barvilo SYBR™ Safe DNA gel stain (Invitrogen, Oregon, ZDA) 
• DNA velikostna lestvica GeneRulerTM 1kb DNA Ladder (Thermofisher, Göteborg, 
Švedska) 
• DNA velikostna lestvica GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Thermofisher, 
Göteborg, Švedska) 
3.2.6.1 Priprava 1x TAE pufra 
Za pripravo 1 x  TAE pufra smo 100 ml 50 x  TAE pufra (pH 8,0) dodali 4900 ml MiliQ 
vode ter temeljito premešali.  
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3.2.6.2 Priprava agaroznega gela 
Za analizo pomnožkov smo uporabljali 1,5 % agarozni gel. Glede na velikost gela, smo 
zatehtali potrebno količino agaroze (Sigma-Aldrich), ji dodali potrebno količino 1 x TAE 
pufra in mešanico s segrevanjem v mikrovalovni pečici raztopili do bistre tekočine. Delno 
ohlajen (50 °C) gel smo vlili v model za elektroforezo in vstavili glavničke različnih 
velikosti. Počakali smo 30 minut da je gel polimeriziral, ga prenesli v elektroforezno banjico, 
napolnjeno z 1 x TAE pufrom ter previdno odstranili glavnička.  
3.3 METODE DELA  
3.3.1 Določanje velikosti populacij skupnih kokov in skupnih laktobacilov v mlečnih 
izdelkih 
Pri zbiranju vzorcev mleka in mlečnih izdelkov smo bili pozorni predvsem na to, da je bilo 
čim več vzorcev izdelanih po čimbolj tradicionalnih postopkih, po možnosti iz surovega 
mleka in brez dodatka SK. Vzorce smo v Sloveniji zbirali neposredno na terenu (majhne 
mlekarne, lokalni proizvajalci) in jih do prihoda na Inštitut za mlekarstvo in probiotike 
(IML-PRO), kjer smo jih analizirali, hranili v hladilnih torbah. Pri zbiranju vzorcev v Srbiji 
nam je pomagala kolegica z Veterinarske fakultete v Beogradu. Po prihodu na IML-PRO, 
smo vzorce analizirali v najkrajšem možnem času.  
Mikrobiološke analize vzorcev mleka in mlečnih izdelkov smo izvajali v aseptičnih pogojih 
in s sterilnimi pripomočki. V primeru analize skute in sira smo s sterilnim priborom iz 
notranjosti izdelka odvzeli približno 5 g vzorca in ga prenesli v sterilno vrečko, vpeto v 
stojalo na aparaturi za razredčevanje Dilumat S. Razrezan vzorec smo nato 10-kratno 
razredčili z raztopino natrijevega citrata.  
Tako pripravljeno vrečko z vzorcem smo zaprli, termostatirali pri 47 °C in nato vsaj 3 minute 
gnetli v gnetilniku, da se je vzorec uspešno homogeniziral in raztopil. Tako smo dobili 
izhodno matično raztopino z razredčitvijo 10-1, ki nam je služila za pripravo nadaljnjih, 10-
kratnih zaporednih razredčitev, ki smo jih pripravili s pomočjo Ringerjeve raztopine ¼ 
jakosti.  
V primeru mikrobioloških analiz vzorcev mleka smo pripravili samo 10-kratne, zaporedne 
razredčitve s pomočjo Ringerjeve raztopine ¼ jakosti, brez predhodne homogenizacije 
vzorcev v gnetilniku. 
Po 1 ml ustreznih razredčitev posameznih vzorcev smo prenesli v petrijeve plošče ter jih 
prelili z raztopljenimi in primerno ohlajenimi (približno 45 °C) trdimi gojišči MRS (za 
skupne laktobacili) ali M17 (za skupne koke). Ko so se gojišča strdila, smo petrijeve plošče 
72 ur inkubirali v anaerobnih (MRS) oziroma aerobnih (M17) razmerah pri dveh 
temperaturnih režimih in sicer pri 30 °C (skupni mezofilni laktobacili oz. koki) in 37 °C 
(skupni termofilni laktobacili oz. koki).  
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Po inkubaciji smo prešteli kolonije na števnih petrijevih ploščah (od 15-300 kolonij) in 
izračunali velikost populacij skupnih mezofilnih in termofilnih laktobacilov oziroma kokov 
po naslednji enačbi (Jeršek, 2016):  
N=
ΣC
(𝑛1+0,1∗𝑛2)∗𝑅
             ... (1) 
Pri čemer je: 
N število mikroorganizmov v vzorcu (KE/ml oz. KE/g) 
ΣC vsota kolonij na števnih ploščah 
n1 število števnih petrijevih plošč pri prvi razredčitvi 
n2 število števnih petrijevih plošč pri drugi razredčitvi 
R prva razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije  
Velikost populacij skupnih laktobacilov oz. kokov v skuti, sirih, kajmakih in pinjencu smo 
izrazili kot KE/g izdelka, medtem ko smo velikost populacij v mleku izrazili kot KE/ml. 
3.3.2 Prečiščevanje izolatov in zamrzovanje 
Ker nas je zanimala prisotnost/zastopanost posameznih vrst med skupnimi laktobacili oz. 
koki, smo s števnih petrijevih plošč z vsakega gojišča in pri obeh temperaturah inkubacije 
(MRS 30 °C + 37 °C; M17 30 °C + 37 °C) naključno izbrali po 10 kolonij, po možnosti 
morfološko čimbolj različnih, ki jih je sestavljalo 6 kolonij, izraslih pri 30 °C in 4 kolonije, 
izrasle pri 37 °C. Tako smo za vsak izdelek dobili skupno 20 kolonij. Izbrane kolonije smo 
resuspendirali v kapljici Ringerjeve raztopine ¼ jakosti (slika 3, A) in s sterilno ezo 
razmazali na ustrezno predpripravljeno trdo gojišče MRS ali M17 ter razmaze ponovno 
inkubirali 72 ur pri ustrezni temperaturi (30 °C, 37 °C). Po inkubaciji smo preverili čistost 
izraslih razmazov (slika 3, B; enovit morfološki izgled kolonij) in z vsakega razmaza izbrali 
po eno, samostojno kolonijo, ki smo jo polovico s sterilnim zobotrebcem prenesli v mikro 
epruvetko z 1 ml ustreznega tekočega gojišča (MRS ali M17), drugo polovico pa poslali na 
analizo z MALDI-TOF.  
 
Slika 3: Izolacija in osamitev kolonij (A) ter izrasli razmazi izolatov (B). 
A 
 
B 
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Po inkubaciji (72 ur, 30 °C oz. 37 °C) smo izrasle kulture v mikro epruvetkah pripravili za  
zamrzovanje. Epruvetke smo centrifugirali 5 minut pri 3500 g in 4 °C, da smo pridobili pelet 
oziroma usedlino bakterijskih celic na dnu mikro epruvetke (slika 4).  
 
Slika 4: Pelet bakterijskih celic na dnu mikro epruvetke 
Tekoče gojišče smo aseptično in pazljivo odlili, da nismo odlili tudi usedline celic, ter pelet 
resuspendirali v 500 μl predhodno pripravljenega in ustreznega tekočega gojišča z dodatkom 
sterilnega glicerola. Glicerol ima v tekočem gojišču vlogo krioprotektorja in služi za zaščito 
bakterijskih celic med zamrzovanjem. Tako pripravljene bakterijske kulture smo nato hranili 
v zamrzovalniku pri -20 °C za nadaljnje analize. 
3.3.3 Identifikacija izolatov na nivoju vrste z metodo MALDI-TOF MS 
Petrijeve plošče z razmazi, na katerih smo označili »drugo polovico« izbranih kolonij, smo 
poslali na Veterinarsko fakulteto za njihovo identifikacijo na nivoju vrste z masno 
spektroskopijo z MALDI-TOF.  
3.3.4 Analiza RAPD-PCR in raznolikost sevov  
3.3.4.1 Priprava izolatov za analizo RAPD-PCR  
Na podlagi rezultatov analize MALDI-TOF analize 39-ih vzorcev mleka in mlečnih izdelkov 
smo izbrali tiste vzorce, kjer je bilo vsaj 10 izolatov identificiranih iz vrste Lactobacillus 
paracasei  oz. Lactoccocus lactis. Temu kriteriju je ustrezalo 16 vzorcev mleka in mlečnih 
izdelkov, zato smo izolate Lb. paracasei ali Lac. lactis teh izdelkov v nadaljevanju analizirali 
z metodo RAPD-PCR in preverili sevno pestrost znotraj vrst. Prečiščene in predhodno 
zamrznjene seve smo uporabili za izolacijo skupne bakterijske DNA. Zaradi lažje 
obvladljivosti smo analizo RAPD-PCR izvajali v dveh sklopih, in sicer smo ločeno 
analizirali seve laktokokov in posebej seve laktobacilov. Raznolikost sevov smo ugotavljali 
s pomočjo nespecifičnega začetnega oligonukleotida M13.  
3.3.4.2 Sevi iz vrste Lactococcus lactis  
Izbrane izolate laktokokov smo vzeli iz zamrzovalnika in nacepili na predhodno razlito in 
osušeno trdo gojišče M17. Nacepljali smo jih tako, da smo s sterilnim zobotrebcem malo 
postrgali predhodno zamrznjene bakterijske kulture in nato z zobotrebcem naredili vbod v 
gojišče. Pri tem smo bili pozorni na pravilni vrstni red nanašanja izolatov, da smo ohranili 
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sledljivost (slika 5). Plošče z vbodi laktokokov smo inkubirali v aerobnih razmerah 48 ur pri 
30 °C. 
 
Slika 5: Sevi vrste Lac. lactis iz surovega kozjega mleka (19), nacepljeni na trdo gojišče M17 
3.3.4.3 Sevi iz vrste Lactobacillus paracasei 
Izbrane izolate laktobacilov smo vzeli iz zamrzovalnika in nacepili na predhodno razlito in 
osušeno trdo gojišče MRS. Nacepljanje je potekalo popolnoma enako kot je opisano pod 
točko 3.3.4.2. Plošče z vbodi laktobacilov smo inkubirali v anaerobnih razmerah 48 ur pri 
30 °C.  
3.3.4.4 Osamitev bakterijske DNA iz vbodov laktokokov in laktobacilov  
Za reakcijo RAPD-PCR smo DNA osamili iz kolonij zraslih vbodov laktokokov in 
laktobacilov s pomočjo toplotne obdelave v pufru. V ustrezno označene mikro epruvete smo 
odpipetirali 15 µl pufra (5 x  GoTaq® Flexi Buffer ali 5 x  MyTaq Red® buffer) ter z gojišča 
s sterilno ezo prenesli nekaj kolonij izraslih vbodov. Epice smo kratko premešali na 
vrtinčniku, da so se bakterijske celice in pufer dobro premešali in nato vstavili v ciklični 
termostat Mastercycler gradient in lizirali s toploto 15 min pri 99 °C. Rezultat je propad 
bakterijskih celic, kar ima za posledico sproščanje celične vsebine, tudi DNA. Tako 
pripravljeno celokupno bakterijsko DNA smo pred uporabo v nadaljnjih analizah ohladili.   
3.3.4.5 Reakcija RAPD-PCR  
Za razlikovanje izolatov znotraj vrste smo izbrali metodo katere princip je pomnoževanje 
naključnih delov polimorfne DNA z nespecifičnimi začetnimi oligonuleotidi v verižni 
reakciji z encimom DNA polimeraza. 
Reakcijsko mešanico RAPD-PCR za en vzorec, v skupnem volumnu 20 μl, smo pripravili 
tako, da smo v 200 μl mikro epruvtke odpipetirali po 16 µl predhodno pripravljenih 
reakcijskih mešanic ter dodali po 4 µl pufra, v katerem smo predhodno osamili bakterijsko 
DNA posameznega izolata. Protokol in navodila priprave reakcijskih mešanic opisuje 
poglavje 3.2.5. Celokupno reakcijsko mešanico smo hitro premešali, kratko centrifugirali ter 
vstavili v PCR ciklični termostat, kjer je potekla reakcija RAPD-PCR v razmerah, ki jih 
navaja preglednica 6.  
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Preglednica 6: Program reakcije RAPD-PCR začetnim oligonukleotidom M13 (Torriani in sod., 1999) 
Številka cikla Število ponovitev posameznega cikla T [°C] Čas  
1 1 95 3 min 
2 40 95 1 min 
45 20 sekund 
72 2 min 
3 1 72 5 min 
 
3.3.5 Gelska elektroforeza 
Pomnožke, ki smo jih dobili v reakciji RAPD-PCR, smo analizirali z gelsko elektroforezo, 
katere princip je ločevanje odsekov DNA glede na njihovo velikost. V žepke agaroznega 
gela smo odpipetirali po 10 µl vzorcev pomnožkov. Za lažje vrednotenje velikosti 
pomnožkov in interpretacije stopnje sorodnosti posameznih profilov RAPD, smo na gel 
vedno nanesli še po 5 µl velikostnih lestvic DNA 100 bp in 1 kb, ter negativno kontrolo 
(reakcijska mešanica brez DNA) za preverjanje ustreznosti analize.   
Gelska elektroforeza je pri 90 V potekala 120 min (slika 6). Po končani elektroforezi je 
sledilo 40 minutno barvanje gela v 1 x TAE pufru z dodanim fluorescentim barvilom  
Syber TM Safe, ki se je vezalo na nukleotide pomnoženih odsekov DNA. Profile RAPD 
posameznega vzorca smo pregledali pod UV svetlobo, pri kateri je barvilo fluoresciralo. 
Gele smo računalniško dokumentirali in analizirali profile RAPD.  
 
Slika 6: Gelska elektroforeza laktobacilov in laktokokov 
3.3.6 Statistična obdelava rezultatov 
Med posameznimi parametri smo z analizo variance (ANOVA) iskali statistično značilne 
razlike med neodvisnimi spremenljivkami. Pogoj za statistično značilne razlike je bila 
stopnja značilnosti pod 5 % (p ≤ 0,05).  
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Ugotavljali smo tudi stopnjo raznolikosti bakterij in sevov med različnimi dejavniki z 
izračunom Shannon-Weaverjevega indeks pestrosti po naslednji enačbi (Kim in sod., 2017):  
H= -Σ ∙ pi  ∙ ln (pi)         ...(2) 
kjer je:   
H=Shannonov diverzitetni indeks 
pi= število vrst znotraj istega vzorca 
S= skupno število različnih mikrobnih vrst 
Shannonov indeks se lažje interpretira, če ga zdelimo z desetiškim logaritmom skupnega 
števila populacije, zato smo, kje je bilo potrebno, uporabili tudi Shannonov indeks pestrosti 
(J) (od 0 do 1). Stopnja raznolikosti linearno narašča s povečevanjem vrednosti indeksa 
(Eurostat, 2018): 
J=
H
ln S
        ...(3) 
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4 REZULTATI  
4.1 VELIKOSTI POPULACIJ SKUPNIH KOKOV IN LAKTOBACILOV 
V preglednicah 7 in 8 so zbrani rezultati velikosti populacij skupnih kokov in laktobacilov, 
izraženo v KE/ml oz. KE/g vzorcev, ki smo jih inkubirali pri dveh različnih temperaturah. 
Da smo dobili vpogled v velikost populacije skupnih kokov oz. laktobacilov, smo nacepili 
in prešteli mikrobioto 24 slovenskih in 14 srbskih mlečnih izdelkov ter 1 vzorca kefirja iz 
Rusije.  
Preglednica 7: Rezultati velikosti populacij skupnih kokov in laktobacilov v vzorcih mlečnih izdelkov iz 
Slovenije (KE/g ali KE/ml) 
Izdelek Razmere 
inkubacije 
KE/g Izdelek Razmere 
inkubacije 
KE/g oz. 
KE/ml 
1 Skuta MRS 30 °C  8,0  x  107 12 Kozji sir MRS 30 °C  1,5  x  107 
MRS 37 °C   5,6  x  107  MRS 37 °C   4,4  x  106 
M17 30 °C  1,6  x  108  M17 30 °C  1,4  x  107  
M17 37 °C   9,1  x  107 M17 37 °C   9,6  x  106  
2 Sir z 
zelišči 
MRS 30 °C  6,3  x  106  13 Skuta MRS 30 °C  2,2  x  107  
MRS 37 °C   2,4  x  106 MRS 37 °C   >109 
M17 30 °C  3,3  x  109  M17 30 °C  1,2  x  107  
M17 37 °C   3,1  x  109  M17 37 °C   >109 
3 Skuta MRS 30 °C  1,6  x  107 14 Mohant MRS 30 °C  2,1  x  107 
MRS 37 °C   1,3  x  106 MRS 37 °C   1,6  x  108 
M17 30 °C  2,6  x  107 M17 30 °C  1,5  x  108 
M17 37 °C   4,2  x  106 M17 37 °C   9,6  x  107  
4 Sir 
Gosposki 
MRS 30 °C  3,8  x  106  15 Bovški sir 
PDO 
MRS 30 °C  1,7  x  108 
MRS 37 °C   4,0  x  104 MRS 37 °C   9,8  x  107 
M17 30 °C  7,9  x  107  M17 30 °C  1,2  x  108 
M17 37 °C   1,3  x  108  M17 37 °C   7,3  x  107  
5 Sir 
Edamski 
lahki 
MRS 30 °C  3,1  x  107 16 Sir Falot MRS 30 °C  2,5  x  107 
MRS 37 °C   1,3  x  107 MRS 37 °C   1,4  x  107 
M17 30 °C  5,7  x  107  M17 30 °C  6,0  x  106  
M17 37 °C   4,6  x  107  M17 37 °C   1,3  x  107  
6 Skuta MRS 30 °C  2,1  x  109 17 Surovo 
mleko 
MRS 30 °C  >109 
MRS 37 °C   1,8  x  109 MRS 37 °C   >109 
M17 30 °C  2,5  x  109 M17 30 °C  >109 
M17 37 °C   1,9  x  109 M17 37 °C   >109 
                                                                                                                         
                                                                                                                        Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 7: Rezultati velikosti populacij skupnih kokov in laktobacilov v vzorcih 
mlečnih izdelkov iz Slovenije (KE/g ali KE/ml) 
 
Izdelek Pogoji 
inkubacije 
KE/g Izdelek Pogoji 
inkubacije 
KE/g 
7 Sir 
Pustotnik 
MRS 30 °C  1,1  x  107 19 Surovo 
kozje mleko 
MRS 30 °C  >109 
MRS 37 °C   5,5  x  106 MRS 37 °C   >109 
M17 30 °C  4,3  x  107  M17 30 °C  >109 
M17 37 °C   9,6  x  106  M17 37 °C   >109 
8 Sir Kosec MRS 30 °C  7,1  x  108 20 Kozje 
surovo 
maslo 
(sladka 
smetana) 
MRS 30 °C  1,9  x  103 
MRS 37 °C   6,1  x  108 MRS 37 °C   1,1  x  103 
M17 30 °C  5,5  x  108  M17 30 °C  5,8  x  103 
M17 37 °C   5,7  x  108  M17 37 °C   1,5  x  103 
9 Sir Kozovč MRS 30 °C  2,6  x  107 21 Kozji 
pinjenec 
(sladka 
smetana) 
MRS 30 °C  7,8  x  103 
MRS 37 °C   2,1  x  107 MRS 37 °C   5,5  x  103 
M17 30 °C  2,0  x  107  M17 30 °C  5,4  x  104 
M17 37 °C   1,6  x  107  M17 37 °C   5,8  x  103 
10 Sir Martin MRS 30 °C  3,6  x  108 22 Kozje 
surovo 
maslo (kisla 
smetana) 
MRS 30 °C  3,5  x  107 
MRS 37 °C   1,4  x  108 MRS 37 °C   2,8  x  107 
M17 30 °C  5,4  x  108  M17 30 °C  2,0  x  107 
M17 37 °C   1,4  x  109  M17 37 °C   2,4  x  107 
11 Sir 
Volbenk 
MRS 30 °C  2,9  x  107 23 Kozji 
pinjenec 
(kisla 
smetana) 
MRS 30 °C  8,2  x  108 
MRS 37 °C   1,3  x  107 MRS 37 °C   4,6  x  108 
M17 30 °C  2,2  x  107  M17 30 °C  5,7  x  108 
M17 37 °C   1,4  x  107  M17 37 °C   9,3  x  108 
 24 Kozji sir MRS 30 °C  1,1  x  107 
MRS 37 °C   2,3  x  106 
M17 30 °C  9,2  x  106  
M17 37 °C   5,9  x  106  
25 Kozje kislo 
mleko 
MRS 30 °C  1,5  x  109 
MRS 37 °C   1,6  x  109 
M17 30 °C  1,7  x  109 
M17 37 °C   1,7  x  109  
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Preglednica 8: Rezultati velikosti populacij skupnih kokov in laktobacilov v vzorcih mlečnih izdelkov iz 
Srbije in Rusije (KE/g)   
Izdelek Gojišče in 
temperatura 
KE/g Izdelek Gojišče in 
temperatura 
KE/g 
18 Sjenički 
sir  
MRS 30 °C  1,2  x  107 33 Kajmak 
Zlatar 
MRS 30 °C  8,4  x  107 
MRS 37 °C   1,7  x  106 MRS 37 °C   1,5  x  107 
M17 30 °C  6,6  x  106  M17 30 °C  1,8  x  108  
M17 37 °C   2,0  x  106  M17 37 °C   8,4  x  106  
27 Sjenički 
sir 
MRS 30 °C  9,6  x  106 34 Zlatarski 
sir 
MRS 30 °C  1,7  x  107 
MRS 37 °C   1,7  x  106 MRS 37 °C   3,8  x  106 
M17 30 °C  2,1  x  106  M17 30 °C  1,2  x  107  
M17 37 °C   6,1  x  105  M17 37 °C   1,1  x  106  
28 Sjenički 
sir 
MRS 30 °C  1,0  x  108 35 Zlatarski 
sir 
MRS 30 °C  4,2  x  108 
MRS 37 °C   1,8  x  107 MRS 37 °C   5,2  x  108 
M17 30 °C  1,4  x  107  M17 30 °C  2,9  x  108  
M17 37 °C   4,0  x  106  M17 37 °C   3,5  x  108  
29 Sjenički 
sir 
MRS 30 °C  1,1  x  108 36 Zlatarski 
sir 
MRS 30 °C  5,8  x  106 
MRS 37 °C   6,0  x  107 MRS 37 °C   4,4  x  106 
M17 30 °C  5,3  x  107  M17 30 °C  7,1  x  105  
M17 37 °C   3,0  x  106  M17 37 °C   2,1  x  106  
30 Sjenički 
sir 
MRS 30 °C  3,4  x  108 37 Zlatarski 
sir 
MRS 30 °C  5,8  x  106 
MRS 37 °C   2,2  x  108 MRS 37 °C   2,5  x  106 
M17 30 °C  1,4  x  108  M17 30 °C  5,6  x  106  
M17 37 °C   2,3  x  108  M17 37 °C   1,6  x  106  
31 Kajmak 
Zlatar 
MRS 30 °C  8,4  x  108 38 Zlatarski 
sir 
MRS 30 °C  2,2  x  106 
MRS 37 °C   1,0  x  108 MRS 37 °C   8,8  x  105 
M17 30 °C  5,5  x  108  M17 30 °C  3,8  x  106  
M17 37 °C   2,2  x  108  M17 37 °C   2,0  x  106  
32 Kajmak 
Zlatar 
MRS 30 °C  5,0  x  106 39 Sremski sir MRS 30 °C  9,7  x  108 
MRS 37 °C   7,0  x  104 MRS 37 °C   5,2  x  108 
M17 30 °C  >109 M17 30 °C  1,8  x  108  
M17 37 °C   >109 M17 37 °C   1,3  x  109 
261 Kefir MRS 30 °C  2,5  x  107  
MRS 37 °C   8,8  x  106 
M17 30 °C  2,0  x  106 
M17 37 °C   >109 
 
1 edini vzorec iz Rusije, vsi ostali vzorci so iz Srbije 
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4.1.1 Vpliv lokacije na velikost populacije 
Preverili smo, kako se velikost populacije MO razlikuje pri mlečnih izdelkih iz različnih 
regij.  
Ob predpostavki, da so na gojiščih M17 izrasli koki in na gojiščih MRS laktobacili, smo 
določili in primerjali povprečno število MO, namnoženih na gojiščih MRS in M17 
(preglednica 9).  
Preglednica 9: Povprečne velikosti populacij MO v slovenskih in srbskih/ruskih mlečnih izdelkih 
Gojišče Temperatura 
inkubacije 
Slovenija  
[log KE/ml oz. log KE/g]  
Srbija in Rusija 
[log KE/g] 
MRS 30 °C  7,36 ± 0,72 7,62 ± 0,44 
MRS 37 °C 7,04 ± 0,82 7,05 ± 0,55 
M17 30 °C 7,63 ± 0,68 7,32 ± 0,47 
M17 37 °C 7,50 ± 0,81 7,10 ± 0,56 
 
Povprečne velikosti populacij skupnih mezofilnih in termofilnih laktobacilov ter kokov so 
bile pri slovenskih mlečnih izdelkih približno enake, med njimi tudi ni bilo statistično 
značilnih razlik (p>0,05). Podobno velja za srbske izdelke, kjer je bila razlika v za spoznanje 
manjši povprečni velikosti populacije termofilnih bacilov. Povprečna velikost mikrobiote 
slovenskih mlečnih izdelkov (𝛴 log KE/g=7,38) je bila statistično značilno večja od 
srbskih/ruskih (𝛴 log KE/g=7,27).   
V naslednjem koraku smo med seboj primerjali velikosti populacij skupnih kokov in 
laktobacilov v posameznih mlečnih izdelkih iz Slovenije (slika 7) in iz Srbije/Rusije (slika 
8). 
 
Slika 7: Velikost populacije termofilnih (37 °C) in mezofilnih (30 °C) kokov oz. laktobacilov v mlečnih 
izdelkih iz Slovenije. 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
25 2 4 5 7 8 9 10 11 12 14 15 16 24 20 22 1 3 6 13 21 23
Kozje kislo mleko Sir Surovo maslo Skuta Pinjenec
L
o
g
 K
E
/m
l 
o
z.
 L
o
g
 K
E
/g
MRS 30 °C
M17 30 °C
MRS 37 °C
M17 37 °C
Avsec N. Identifikacija mlečnokislinskih bakterij... iz Slovenije in sosednjih regij.                                    30   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
  
Slika 7 prikazuje rezultate velikosti populacij kokov in laktobacilov v 22ih mlečnih izdelkih 
iz Slovenije. Manjkajo podatki o velikosti populacij za 2 vzorca surovega mleka (vzorec 17 
in 19), saj so bile vse plošče neštevne, medtem ko so iz istega vzroka za vzorec 13 prikazani 
samo delni rezultati.  
Ocenili smo, da je razmerje med zastopanostjo skupnih kokov in laktobacilov v izdelkih 
približno enako pri večini slovenskih vzorcev, razen pri izdelkih 2 in 4, kjer prevladujejo 
laktokoki. Najmanjša velikost populacije kokov in laktobacilov je bila v vzorcih surovega 
masla (20) in pinjenca (21) iz sladke smetane, medtem ko smo največ MO prešteli v vzorcu 
skute (6) in dveh vzorcih fermentiranega mleka (23, 25). 
 
Slika 8: Velikost populacije termofilnih (37 °C) in mezofilnih (30 °C) kokov oz. laktobacilov v mlečnih 
izdelkih iz Srbije in Rusije.  
Število KE v posameznih vzorcih sirov in kajmakov iz Srbije ter kefirja iz Rusije prikazuje 
slika 8. Pri vzorcu 32 so prikazani le delni rezultati, ker so bile plošče z gojiščem M17 v 
obeh temperaturnih območjih neštevne. Enako velja za vzorec kefirja (26) na gojišču M17 
pri 37 °C .  
Tudi pri srbskih mlečnih izdelkih lahko vidimo, da je razmerje med skupnimi koki in 
laktobacili, tako mezofilnimi kot termofilnimi, v mlečnih izdelkih približno enako, razen pri 
vzorcu 32, kjer so med laktobacili prevladovali mezofilni laktobacili. Največje število kokov 
in laktobacilov smo prešteli v vzorcu kajmaka (31) in v vzorcu sira iz mešanice surovega in 
kuhanega mleka (39). 
Pri vzorcih sirov, ki so bili izdelani po enakih tradicionalnih postopkih (vzorci 36, 37 in 38; 
Zlatarski sir, zoren 2-3 mesece) so bile velikosti populacij približno enake. Vendar je iz 
grafičnega prikaza razvidno, da je številčnost MO srbskih tradicionalnih sirov nekoliko 
manjša kot v slovenskih sirih.  
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4.1.2 Vpliv toplotne obdelave mleka in dodatka SK na velikost populacij 
Preverjali smo, kako TO mleka in dodatek SK vplivata na velikost populacije MO v mlečnih 
izdelkih. Vsi mlečni izdelki iz Srbije in ruski kefir, kot tudi 12 vzorcev iz Slovenije, je bilo 
izdelanih iz surovega mleka, medtem ko je bilo 8 slovenskih izdelkov iz TO mleka. Ker o 
TO za vzorce 1, 2 in 26 nismo dobili podatkov, jih pri analizi nismo upoštevali. Druga 
neodvisna spremenljivka je bil dodatek SK, čemur je ustrezalo 15 vzorcev (vsi iz Slovenije), 
24 izdelkov pa je bilo fermentiranih z naravno mikrobioto.  
Rezultati analize variance (ANOVA) kažejo, da med velikostjo populacije kokov in 
laktobacilov v vzorcih iz TO in surovega mleka ni statistično značilnih razlik (p>0,05), kljub 
temu, da je bilo povprečno število bakterij v vzorcih iz surovega mleka nekoliko manjše 
(7,30 log KE/g) kot pri vzorcih iz TO mleka (7,34 log KE/g). 
Preglednica 10: Primerjava velikosti populacij skupnih mezofilnih in termofilnih kokov ter laktobacilov v 
mlečnih izdelkih iz surovega in toplotno obdelanega mleka. 
Gojišče Temperatura Izdelki iz surovega mleka  [log 
KE/g oz. log KE/ml] 
Izdelki iz TO mleka  
[log KE/g] 
MRS 30 °C 7,48 ± 0,70 7,45 ± 0,39 
MRS 37 °C 7,11 ± 0,76 6,80 ± 0,70 
M17 30 °C 7,41 ± 0,65 7,62 ± 0,40 
M17 37 °C 7,19 ± 0,77 7,52 ± 0,46 
 
Kot prikazuje preglednica 10, smo pri vzorcih iz surovega mleka prešteli največ kolonij 
mezofilnih laktobacilov, medtem ko so pri izdelkih iz surovega mleka prevladovali 
mezofilni koki. V nadaljevanju smo se osredotočili na velikost populacije različnih sirov.  
Preglednica 11: Velikost populacij [log KE/g] različnih vrst sirov 
Pogoji inkubacije Srbski vzorci* Slovenski vzorci 
Gojišče Temperatura Zlatarski sir Sjenički sir Siri iz surovega 
mleka  
Sir iz TO 
mleka 
MRS 30 °C 7,14 ± 0,44 7,72 ± 0,33 7,78 ± 0,32 7,43 ± 0,35 
MRS 37 °C 7,06 ± 0,47 6,99 ± 0,43 8,10 ± 0,08 6,94 ± 0,53 
M17 30 °C 6,68 ± 0,52 7,15 ± 0,42 8,13 ± 0,03 7,80 ± 0,43 
M17 37 °C 6,74 ± 0,57 7,23 ± 0,36 7,92 ± 0,04 7,76 ± 0,48 
* vsi iz surovega mleka 
V preglednici 11 smo primerjali velikosti populacij 12ih slovenskih sirov (5 iz TO mleka, 7 
iz surovega mleka) ter 11ih srbskih sirov (6 Zlatarskih in 5 Sjeničkih sirov, vsi iz surovega 
mleka). Ugotovili smo, da se velikosti populacij tradicionalnih sirov (surovo mleko brez SK) 
ne razlikujejo veliko. Pri Sjeničkem in Zlatarskem siru so prevladovali mezofilni laktobacili, 
medtem ko je bilo v netradicionalnih sirih (TO mleko, dodatek SK) najmanj termofilnih 
laktobacilov in je izrastlo največ skupnih kokov.  
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Prav tako nismo določili značilnih razlik pri velikosti populacij kokov in laktobacilov pri 
vzorcih z dodatkom SK in tistimi brez SK. Velikosti populacij so bile v območju 108 KE/g, 
pri čemer so v vzorcih z dodatkom SK prevladovali termofilni in mezofilni koki, v tistih brez 
SK pa med koki in laktobacili ni bilo večjih razlik (rezultati niso prikazani).  
4.1.3 Vpliv vrste mlečnega izdelka na velikost populacije  
Želeli smo preveriti tudi vpliv vrste mlečnega izdelka na velikost kot tudi sestavo mikrobne 
populacije. Analizirali smo 7 različnih skupin mlečnih izdelkov in sicer 1 vzorec kislega 
mleka, po 2 vzorca pinjenca in surovega masla, 3 srbske kajmake, 4 vzorce slovenske skute, 
24 vzorcev sirov in 1 ruski kefir. Rezultati so zbrani v sliki 9 in prikazujejo povprečne 
velikosti populacij skupnih kokov (M17) in laktobacilov (MRS), v posameznih mlečnih 
izdelkih. Največjo populacijo kokov in laktobacilov (9,21 log  KE/ml ) smo določili v vzorcu 
kislega mleka (25), najmanjšo pa v vzorcih surovega masla (20 in 22) z 5,37 log KE/g. 
Rezultati ANOVE nakazujejo na statistično značilne razlike v velikosti populacij med 
različnimi vzorci (p=0,04).  
 
Slika 9: Povprečne velikosti populacij skupnih kokov in laktobacilov v različnih skupinah mlečnih izdelkov 
Velikost populacij kokov in laktobacilov je bila znotraj posamezne skupine izdelka približno 
enaka, razen pri vzorcih sirov iz TO mleka in kajmaka, kjer so bili koki številčnejši.  
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4.2 IDENTIFIKACIJA VRST Z MALDI-TOF MS 
Iz vsakega vzorca smo 20 naključno izbranih in prečiščenih kolonij identificirali do vrste z 
metodo MALDI-TOF MS. V preglednicah 12 in 13 so zbrani rezultati analize. V primeru, 
če skupno število identificiranih izolatov pri posameznem izdelku ni 20 pomeni, da 
manjkajoči izolati niso bili uspešno identificirani.  
Skupaj smo identificirali 706 izolatov, ki so se razvrstili v 46 različnih mikrobnih vrst iz 14 
rodov (preglednici 12 in 13).  
Preglednica 12: Rezultati analize MALDI-TOF MS mlečnih izdelkov iz Slovenije 
Vzorci z dodatkom SK Vzorci brez dodatka SK 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
1 Skuta Lac. lactis 13 14 Sir Mohant 
 
 
 
Lac. lactis 2 
Ec. faecalis 5 Ec. facealis 1 
2 Sir z zelišči Lac. graviae 1 Lb. paracasei 8 
Str. thermophilus 7 Lb. plantarum 1 
Lac. lactis 6 Lb. rhamnosus 3 
Ec. faecalis 4 Ec. gilvus 1 
Lb. delbrueckii 2 Lb. brevis 1 
3 Skuta Lac. lactis 15 Str. gallolyticus 1 
Leuconostoc ssp.1 2 Str. equinus 1 
Lb. paracasei 1 
4 Sir 
Gosposki  
Leuc. mesenteroides 14 17 Surovo mleko Str. parauberis 6 
Str. thermophilus 6 Ec. italicus 3 
5 Sir Edamski 
lahki 
Ec. malodoratus 2 Lac. lactis 4 
Lb. paracasei 13 Lac. raffinolactis 1 
 Lb. plantarum 3 Leuc. citreum 1 
 Lb. rhamnosus 1 19 Surovo kozje 
mleko 
Lac. lactis 12 
6 Skuta Lac. lactis 15 Staph. caprae 2 
7 Sir 
Pustotnik 
Lb. paracasei 17 Lb. brevis 3 
Str. thermophilus 2 20 Kozje surovo 
maslo (sladka 
smetana) 
Microbact. 
liquefaciens 
3 
8 Sir Kosec Lb. paracasei 19 Staph.  xylosus 1 
9 Sir Kozovč Lb. paracasei 17 Str. parasanguinis 1 
Ec. durans 2 Ec. faecalis 2 
10 Sir Martin Str. thermophilus 10 Lb. paracasei 1 
 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 12: Rezultati analize MALDI-TOF MS mlečnih izdelkov iz Slovenije 
 
Vzorci z dodatkom SK Vzorci brez dodatka SK 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
10 Sir Martin Lb. parabuchneri 3 21 Kozji 
pinjenec 
(sladka 
smetana) 
Raoultella 
ornithinolytica 
1 
 Lb. paracasei 6 Enterobacter cloacae 1 
11 Sir Volbenk Lb. paracasei 12 Lac. lactis 6 
Ec. durans 1 Micrococcus luteus  1 
Lb. rhamnosus 1 Ec. faecalis 7 
Lb. plantarum 2 Staph. caprae 2 
12 Sir Kozji Lb. paracasei 17 Lb. paracasei 1 
Lb. rhamnosus 1 Staph. epidermidis 1 
13 Skuta Leuc. messenteroides 1 22 Kozje surovo 
maslo 
(fermentirana 
smetana) 
Lac. lactis 18 
Leuc. 
paramesenteroides 
16 Ec. faecalis 2 
Lac. lactis 2 23 Kozji 
pinjenec 
(fermentiran
a smetana) 
Routella terrigena 5 
15 Bovški sir 
PDO 
Lb. paracasei 20 Lac. lactis 15 
16 
 
 
Sir Falot Lb. paracasei 12 25 Kozje kislo 
mleko 
Lac. lactis 16 
Lb. casei 2 
Ped. pentosaceus 4 
Ec. malodoratus 1 
Lb. plantarum 1 
24 Kozji sir Ec. faecium 1 
Leuc. mesenteroides 5 
Lac. lactis 13 
Leuc. citreum 1 
1 Ni podatka o vrsti 
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Preglednica 13: Rezultati MALDI-TOF MS analize mlečnih izdelkov iz sosednjih regij 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
Izdelek Identificirane vrste MALDI  
in število izolatov 
18 Sjenički sir  
Ec. faecium 18 
31 Zlatarski 
kajmak (3 
mesece) Leuc. mesenteroides  20 
Lb. plantarum 2 32 Zlatarski 
kajmak (5 
mesecev) 
Candida valida 7 
27 Sjenički sir Lb. plantarum 12 Lb. kefirii 9 
Lb. paraplantarum  1 Lb. parabuchneri  1 
Lb. kefirii 6 33 Zlatarski 
kajmak (20 
dni) 
Staph. equorum 6 
28 Sjenički sir  Lb. plantarum 16 Leuc. mesenteroides  10 
Lb. paraplantarum  1 Staph. lentus 1 
Lb. kefirii 3 Ec. faecalis 1 
29 Sjenički sir  Lb. paracasei 15 34 Zlatarski sir 
(35 dni) 
Ec. faecalis 8 
Lb. brevis 1 Candida zeylanoides 1 
Lb. herbinensis 1 Kluyveromyces lactis 1 
30 Sjenički sir Lac. lactis 2 Lb. plantarum 6 
Lb. paracasei 11 Lb. paraplantarum  2 
Ec. italicus 3 Lb. brevis 1 
Lb. plantarum 2 35 Zlatarski sir 
(20 dni) 
 
Lac. lactis 9 
Kluyveromyces lactis 1 Micrococcus luteus 1 
Leuc. mesenteroides  1 Str. thermophilus 6 
Lb. paraplantarum 1 Leuc. mesenteroides 1 
39 Sremski sir  Str. vestibularis 9 Lb. curvarus 1 
Str. salivarius 1 36 Zlatarski sir 
(2 meseca) 
Ec. faecalis   4 
Ec. italicus 4 Lb. paracasei 12 
Lb. paracasei 3 Kluyveromyces  lactis 1 
26 Kefir Candida lambica 11 37 Zlatarski sir 
(45 dni) 
Ec. durans 10 
Lb. kefirii 5 Ec. faecalis 5 
 
 
 
38 Zlatarski sir 
(3 mesece) 
Lb. plantarum 17 
Lb. paraplantarum  1 
 
4.2.1 Vpliv lokacije na pestrost vrst 
Zanimala nas je sestava mikrobnih populacij v vzorcih iz Slovenije in Srbije/Rusije. Slika 
10 prikazuje zastopanost posameznih vrst v mlečnih izdelkih iz Srbije in Rusije. Z metodo 
MALDI-TOF MS je bilo identificiranih 272 prečiščenih izolatov, od tega 55 izolatov, ki smo 
jih osamili iz 3 kajmakov, 16 iz kefirja in 201 iz različno dolgo zorenih sirov. Vsem izdelkom 
je bil skupen tradicionalni postopek izdelave, torej surovo mleko in spontana fermentacija. 
  
Z 20,2 % zastopanostjo je prevladovala vrsta Lb. plantarum, sledili sta ji vrsti Lb. paracasei  
(15,1 %) in Leuc. mesenteroides (11,8 %). Zanemarljivi niso bili niti drugi MO (kvasovke 
in ne-MKB) (11 %). Med bolj zastopane vrste smo prišteli tudi Ec. faecium, Ec. faecalis (6,6 
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%) in Lb. kefirii (8,5 %). 8 ostalih vrst od MKB je bilo zastopanih v manj kot 2,6 %, a so 
skupaj predstavljale 9 % vseh analiziranih izolatov. 
 
Slika 10: Rezultati identifikacije izolatov mlečnih izdelkov iz sosednjih regij z metodo MALDI-TOF (v %) 
Nekoliko bolj raznoliko sliko smo dobili pri slovenskih mlečnih izdelkih (slika 11). 
Identificirali smo 434 izolatov, od tega 417 izolatov MKB. Največ identificiranih izolatov 
je bilo iz vrst Lb. paracasei in Lac. lactis, 3,9 % pa je drugih MO. 16 ostalih vrst MKB je 
bilo zastopanih v manj kot 1 %, a so skupaj predstavljale 8 % vseh analiziranih izolatov. 
 
Slika 11: Rezultati identifikacije izolatov iz slovenskih mlečnih izdelkov z metodo MALDI-TOF (v %) 
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Povprečno število identificiranih različnih vrst MO v posameznem mlečnem izdelku iz 
Slovenije je 3,2 in pri vzorcih iz Srbije 3,5, vendar med lokacijama ni statistično značilnih 
razlik (p>0,05).  
4.2.2 Vpliv toplotne obdelave mleka na pestrost vrst 
Zanimala nas je mikrobna sestava izdelkov v odvisnosti od priprave mleka (surovo ali TO), 
ne glede na izvorno regijo izdelkov. Povprečno smo v 28 izdelkih iz surovega mleka 
identificirali 4 in pri 8 izdelkih iz TO mleka 3 različne mikrobne vrste. Nekoliko večja  
pestrost vrst je bila torej značilna za izdelke iz surovega mleka. Za vzorce 1, 2 in 26 nismo 
pridobili podatkov o TO mleka. 
Od skupaj 146 izolatov iz mlečnih izdelkov, kjer je bilo mleko TO, smo identificirali 11 
različnih vrst MKB iz petih rodov (Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, 
Enterococcus), kar prikazuje slika 12. Z 48 izolati, kar predstavlja 32,9 % vseh izolatov, je 
prevladovala vrsta Lb. paracasei in v 30,8 % s 45 izolati Lac. lactis. Približno polovico manj 
smo določili izolatov Leuc. mesenteroides in Leuc. paramesenteroides (13,7 % in 11,0 %). 
Drugačna pestrost vrst je bila značilna za izdelke iz surovega mleka. Od 506 izolatov, 
prečiščenih iz 28 različnih mlečnih izdelkov iz surovega mleka, smo identificirali 41 
različnih vrst. Prevladovale so MKB vrste Lb. paracasei (27,5 %), Lac. lactis (16,6 %) in 
Lb. plantarum (11,7 %). 
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Slika 12: Primerjava deleža identificiranih vrst v mlečnih izdelkih iz TO in surovega mleka 
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Rezultati izračuna diverzitetnega indeksa potrdijo predhodno trditev, da je pestrost vrst pri 
vzorcih iz surovega mleka (J=0,93) večja kot pri mlečnih izdelkih  iz toplotno obdelanega 
mleka (J=0,48) (priloga B).  
4.2.3 Vpliv vrste mleka in časa zorenja na pestrost vrst 
Vzorci mleka in mlečnih izdelkov so bili pridobljeni iz mleka različnih vrst živali, zato smo 
želeli ugotoviti vpliv vrste mleka (kravje, kozje, ovčje) na pestrost vrst. Ker je znano, da tudi 
čas  zorenja vpliva na sestavo mikrobne združbe, smo določili zastopanost vrst med izolati 
v izdelkih iz različnih vrst mleka v odvisnosti od časa zorenja.  
Od skupno 39ih vzorcev je bilo 24 izdelkov izdelanih iz kravjega mleka (od tega je bil en 
vzorec surovo kravje mleko), 3 iz ovčjega, 7 iz kozjega (od tega je bil en vzorec surovo kozje 
mleko) ter 2 vzorca iz mešanice kozjega in ovčjega mleka. Za vzorce 31, 32 in 33 nismo 
pridobili točnih podatkov o vrsti mleka. Na podlagi časa zorenja smo izdelke, za katere smo 
imeli zanesljive podatke, v grobem razdelili v 4 skupine in sicer mleko in mlečni izdelki, ki 
ne zorijo, izdelki, ki so zoreli do 3 mesece, izdelki, ki so zoreli od 3 do 6 mesecev in tiste, ki 
so zoreli več kot 8 mesecev. Vzorce 2, 4, 5, 16, 30 in 39 (vsi iz kravjega mleka) smo iz 
analize izključili, saj nismo imeli podatkov o času zorenja in smo tako analizirali le 33 
vzorcev.  
Izmed 434 identificiranih izolatov, pridobljenih iz kravjega mleka in mlečnih izdelkov, so z 
96 % zastopanostjo prevladovale MKB, ostalo so bile kvasovke (Candida, Kluyveromyces), 
stafilokoki in mikrokoki (slika 13). V skupini MKB je bilo 47,7 % izolatov iz rodu 
Lactobacillus, kjer je bila najmočneje zastopana vrsta Lb. paracasei (29,7 %). Rodu 
Lactobacillus je s 14,9 % zastopanostjo sledil rod Lactococcus, s prevlado vrste Lac. lactis 
(16,6 %), nekoliko manj izolatov pa je bilo iz rodu Leuconostoc (8,3 %). 10,4 % 
identificiranih izolatov je bilo iz rodu Enterococcus.  
Največ mlečnih izdelkov je bilo izdelanih iz kravjega mleka, ki so zoreli do 3 mesece. Tema 
kriterijema so ustrezali 3 kajmaki in 9 sirov. Kot prikazuje slika 13, je bila to tudi najbolj 
heterogena MKB združba, z največjo zastopanostjo Lb. paracasei, sledili so izolati  
Lb. plantarum in Ec. facealis. V  skupini izdelkov iz kravjega mleka, ki ne zorijo (skute in 
kravje mleko), je bilo več kot polovico vseh izolatov (54,4 %) iz vrste Lac. lactis. Najmanj 
raznolika mikrobiota je bila v siru Kosec iz kravjega mleka (8), ki je zorel do 6 mesecev, saj 
smo določili samo vrsto Lb. paracasei, medtem ko smo v siru Pustotnik (7), ki je zorel več 
kot 8 mesecev, poleg Lb. paracasei določili tudi Str. thermophilus.  
Slika 14 združuje zastopanost vseh MO v mlečnih izdelkih iz ovčjega in kozjega mleka, saj 
je bilo število vzorcev manjše kot pri kravjem mleku. Pestro mikrobno sestavo smo določili 
v skupini nezorenih izdelkov, v katero so se razvrstili samo izdelki iz kozjega mleka (surovo 
kozje mleko ter kozji pinjenec iz kisle in sladke smetane). Kljub heterogeni sestavi je bilo 
70 % izolatov identificiranih kot Lac. lactis, 12 % pa je bilo enterokokov. Tako kot pri 
mikrobiološki analizi kravjega so bile tudi pri mikrobiološki analizi kozjega mleko in 
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izdelkov iz njega petrijeve plošče poraščene še z drugimi MO, saj je 14 % vseh izolatov 
ustrezalo 9 drugim bakterijskim vrstam (Routella, Enterobacter, Staphylococcus, 
Microbacter), tudi potencialno patogenim. Manj mikrobno pestra je bila skupina izdelkov iz 
ovčjega mleka, zorenih 1-3 mesece. Približno enako zastopanost sta imeli vrsti Lb. paracasei 
in Ec. faecium (34 % in 31 %), nekoliko manj pa Lb. plantarum (23,7 %). Skupno smo pri 
tej skupini izdelkov identificirali 5 vrst MKB. 
 
Slika 13: Zastopanost vrst MKB v izdelkih iz kravjega mleka v odvisnosti od časa zorenja 
 
Slika 14: Zastopanost vseh MO v izdelkih iz ovčjega in kozjega mleka v odvisnosti od časa zorenja 
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2 izdelka sta bila narejena iz mešanice kozjega in ovčjega mleka. Eden je zorel do 6 mesecev, 
drugi pa več kot 8 mesecev. Vzorca sta bila z vidika mikrobiološke pestrosti zelo homogena, 
saj je bilo pri obeh 90 % osamljenih prečiščenih bakterijskih kolonij identificiranih kot  
Lb. paracasei.  
4.2.4 Vpliv starterskih kultur na pestrost vrst 
Od skupno 39 analiziranih vzorcev jih 24 ni vsebovalo SK, 15 mlečnih izdelkov pa je bilo 
izdelano z uporabo komercialnih SK različnih proizvajalcev.  
Iz izdelkov, fermentiranih z naravno mikrobioto, smo osamili 427 izolatov, ki so se razvrstili 
v 39 različnih mikrobnih vrst (slika 15). 89 % celotnega mikrobnega profila so predstavljale 
vrste MKB in 6 % ostalih bakterij (Staphylococcus, Microbacterium, Micrococcus, 
Enterobacter, Routella). 5 % izolatov je pripadalo kvasovkam. Rezultati kažejo, da je bolj 
raznolika mikrobiota v vzorcih brez dodatka SK, saj so na gojiščih MRS in M17 izrasle 
MKB, druge bakterije in kvasovke, medtem ko smo v vzorcih z dodatkom SK izolirali ter 
osamili samo 17 vrst MKB.  
Največji delež izolatov je pripadal rodovoma Lactobacillus (45 %) in Lactococcus (22 %), 
medtem ko so bile bakterije rodov Enterococcus, Leuconostoc in Streptococcus manj 
zastopane (7 % do 18 %). Opazili smo, da je bil pri vseh rodovih, razen pri rodu Lactococcus, 
večji delež zastopanosti rodu sorazmeren s številom različnih identificiranih vrst.  
Iz 15 mlečnih izdelkov z dodanimi SK smo za vseh 279 izolatov določili pripadnost 
izključno rodovom MKB (slika 15). Podobno kot pri izdelkih, fermentiranih z naravno 
mikrobioto, je bil tudi pri izdelkih fermentiranih s SK, največji delež predstavnikov iz rodu 
Lactobacillus (52 %), sledijo rodovi Lactococcus (23 %), Streptococcus in Leuconostoc. 
Najmanj zastopani so bili izolati rodov Enterococcus in Pediococcus (5,7 % in 1,4 %).  
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Slika 15: Sestava mikrobiote mlečnih izdelkov z dodanimi SK in brez SK, določena z metodo MALDI-TOF 
Pestrost MKB je bila v vzorcih z dodatkom SK nižja (J=0,65) kot pri vzorcih mlečnih 
izdelkov, ki so bili fermentirani z avtohtono mikrobioto (J=0,75) (priloga A). Z metodo 
MALDI-TOF smo v mlečnih izdelkih, kjer so prisotne SK, identificirali 6 različnih rodov 
MKB 17 različnih vrst, pri vzorcih brez dodatka SK pa 5 različnih rodov MKB 25 različnih 
vrst. 
4.2.5 Vpliv vrste mlečnega izdelka na pestrost vrst 
Zanimala nas je zastopanost MO v različnih vrstah mlečnih izdelkov. Ker je bilo v analizo 
vključenih največ mlečnih izdelkov iz skupine sirov, smo iz njih posledično pridobili največ 
izolatov. Pri sirih smo, v primerjavi z ostalimi mlečnimi izdelki in mlekom, identificirali tudi 
največ različnih vrst MKB, kar prikazuje slika 16. 443 izolatov je bilo MKB, ki so se 
razvrstili v 26 različnih vrst, 6 izolatov pa so bile druge bakterije in kvasovke. 40 % vseh 
izolatov je bilo iz vrste Lb. paracasei, 14 % pa iz vrste Lb. plantarum. Približno enako je 
bilo predstavnikov vrst Lac. lactis in Str. thermophilus (7 %).  
Iz dveh vzorcev pinjenca (21, 23) iz surovega kozjega mleka in brez dodatka SK, smo 
osamili in identificirali 29 izolatov, od tega jih je 73 % pripadalo MKB, ki so se razvrstili v 
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3 različne vrste, z največjo zastopanostjo vrste Lac. lactis, sledila je Ec. facealis. Prav tako 
je bila vrsta Lac. lactis prevladujoča v 2 vzorcih surovega masla (20 in 22).  
Iz štirih vzorcev skute  (1, 3, 6, 13) se je 70 izolatov razvrstilo v 6 različnih bakterijskih vrst 
iz 4 rodov. Vse skute so bile izdelane iz TO mleka z dodatkom SK. Tudi pri skutah s 64 % 
zastopanostjo prevladuje vrsta Lac. lactis, sledi Leuc. paramesenteroides s 23 %.  
Izmed 55 izolatov, ki smo jih izolirali iz 3 srbskih kajmakov (31, 21, 33), brez dodatka SK 
in iz surovega mleka, se jih je 75 % razvrstilo v 4 vrste MKB. Več kot polovica jih je 
pripadalo vrsti Leuc. mesenteroides (55%) in 16 % vrsti Lb. kefirii.  
V kefirju, ki je bil edini vzorec iz Rusije in je bil izdelan s kefirnimi zrni, je med MKB 
prevladovala vrsta Lb. kefirii. Ostali izolati so bile kvasovke vrste Candida lambica. 
 
Slika 16: Grafični prikaz mikrobne pestrosti v različnih vrstah mlečnih izdelkov (v %) 
Ker so bili siri najbolj zastopana in raznolika skupina mlečnih izdelkov, smo jih razdelili v 
5 skupin in sicer Zlatarski siri (34, 35, 36, 37, 38), Sjenički siri (18, 27, 28, 29, 30), Sremski 
sir (39), slovenska tradicionalna sira Mohant in Bovški sir (14 in 15) in ostali slovenski siri, 
narejeni po netradicionalnih postopkih, z dodatkom SK in/ali TO mleka (4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 24), kar prikazuje slika 17. Kot 6. skupino smo na grafični prikaz dodali tudi Zlatarske 
kajmake (31, 32, 33) in primerjali mikrobioto različnih vrst mlečnih izdelkov iz geografsko 
enakega območja. Ugotovili smo, da se mikrobne sestave Zlatarskih sirov in kajmakov zelo 
razlikujejo, saj v sirih prevladujeta rodova Lactobacillus (47 %) in Enterococcus (30 %), v 
kajmaku pa Leoconostoc (55 %).  
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Slika 17: Grafični prikaz mikrobne pestrosti v sirih 
4.3 PESTROST SEVOV ZNOTRAJ VRST Lac. lactis IN Lb. paracasei 
Ker so bili predstavniki vrst Lb. paracasei in Lac. lactis med najbolj zastopanimi v mlečnih 
izdelkih, smo podrobneje pogledali raznolikost sevov znotraj vrst z analizo RAPD-PCR.  
Skupaj smo analizirali 102 izolata vrste Lac. lactis, ki smo jih osamili iz 2 vzorcev skute (1 
in 3), kozjega kislega mleka (25), surovega kozjega mleka (19), kozjega sira (24), pinjenca 
iz sladke smetane (21) ter 1 vzorca 30 dni zorenega sira iz Srbije (35). V drugem delu 
raziskovalne naloge smo RAPD-PCR nadaljevali z analizo 104 izolatov vrste  
Lb. paracasei, ki smo jih izolirali iz 5 slovenskih in 3 srbskih sirov. Vse seve, ki smo jih 
analizirali z metodo RAPD-PCR, prikazuje preglednica 14. Raznolikost sevov smo 
ocenjevali s primerjavo profilov pomnožkov na agaroznem gelu.  
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Preglednica 14: Seznam vzorcev in oznake izolatov, ki so bili analizirani z metodo RAPD-PCR 
Lactococcus lactis Lactobacillus paracasei 
Izdelek 
 
TO 
 
SK 
Oznake 
izolatov/skupaj 
izolatov 
 
Izdelek 
 
TO 
 
SK 
Oznake 
izolatov/skupaj 
izolatov 
1 
Skuta Da Da 
1-5, 8, 10 / 7 5 Sir 
Edamski 
lahki 
Da Da 
81, 84-90, 94, 96, 
100  
/ 11 
3 
Skuta Da Da 
41-47, 49, 50, 56 
/ 10 
7 Sir 
Pustotni
k 
Ne Da 
121-125, 129, 
131-133, 135, 
138, 140 / 12 
19 Surovo 
kozje 
mleko 
Ne Ne 
361-365, 367-
371, 375, 376  
/ 12  
8 
Sir 
Kosec 
Ne Da 
141, 142, 144-
147, 149-151, 
155-157 / 12 
21 
Pinjenec 
(sladka 
smetana) 
Ne Ne 
403-405, 409, 
415, 416 / 6 
9 
Sir 
Kozovč 
Da Da 
162, 164-166,  
168-170, 172-
178, 180  
/ 15 
22 Kozje 
surovo 
maslo 
(kisla 
smetana) 
Ne Ne 
421-425, 427-
436, 438 / 16 
14 
Mohant Ne Ne 
263, 264, 270, 
271, 273, 275, 
277 / 7 
24 
Kozji sir Da Da 
463-470, 473, 
477-480 / 13 
29 Sjenički 
kravji 
sir 
Ne Ne 
561-567, 569-
572, 574, 577, 
580 / 14 
25 Kozje 
kislo 
mleko 
Ne Ne 
481- 488, 490-
493, 495, 500  
/ 14 
30 Sjenički 
kravji 
sir 
Ne Ne 
582, 590-594, 
597-600 / 10 
35 Zlatarski 
sir (20 
dni) 
Ne Ne 
681, 683-686, 
688, 691-693 / 9 
36 Zatarski 
sir (2 
meseca) 
Ne Ne 
704, 706, 708, 
710-714, 716-
718 / 11 
 
4.3.1 Pestrost sevov znotraj vrste Lactococcus lactis 
Prečiščene in zamrznjene izolate Lac. lactis smo revitalizirali na gojišču M17 in preverili 
sorodnost znotraj vrste z metodo RAPD-PCR. Rezultat analize prikazujeta sliki 18 in 19.  
V skuti (1) smo z vizualno primerjavo določili, da 7 izolatov pripada 4 različnim RAPD 
profilom, saj so se 3 profili izolatov 5, 8 in 10 razlikovali od profila izolatov 1, 2, 3 in 4.  
Podobno smo 4 profile RAPD določili tudi v kozjem mleku (19) in sicer enega oblikujejo 
izolati 362, 364, 365, 367, 368, 370, 371 in 376, drugega izolata 363, 369, tretjega izolat 361 
in četrtega izolat 375.   
Pri vzorcu 3 (skuta) je 10 izolatov oblikovalo 3 jasne profile RAPD. Enak RAPD vzorec 
smo določili izolatoma 42 in 43 (ter 49), izolatom 41, 44, 45, 46, 47 in 50 ter izolatu 56. 
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Čeprav so pomnožki izolata 49 slabše vidni, smo po nakazanih progah sklepali, da gre za 
enak profil kot pri izolatih 42 in 43.  
V vzorcu kozjega pinjenca iz sladke smetane (21) smo analizirali 6 izolatov ter dobili enake 
profile RAPD pri izolatih 404, 405 in 409 ter pri izolatih 403 in 416. Zaradi slabše kvalitete 
pomnožkov lahko, a z manjšo verjetnostjo, enako trdimo tudi za izolat 415.  
13 izolatom iz kozjega sira (24) smo določili 6 različnih profilov RAPD. Izolati z oznakami 
466, 469 in 470; 463, 473, 477, 478 in 479; 465 in 467 so oblikovali 3 različne RAPD profile, 
raznolikost sevov v siru pa so nadgradili še 3 različni profili pomnožkov (464, 468 in 480).  
  
Slika 18: Rezultati pomnožkov RAPD-PCR, vrste Lac. lactis, z začetnim oligonukleotidom M13.  
Legenda: M1: molekularni označevalec velikosti 1kB DNA Ladder, M2: molekularni označevalec velikosti 
100 bp DNA Ladder, 1-10: izolati laktokokov iz skute (1), 41-56: izolati laktokokov iz skute (3), NK: negativna 
kontrola, 361-376: izolati laktokokov iz kozjega mleka (19), 403-416: izolati laktokokov iz kozjega pinjenca 
iz sladke smetane (21).  
Iz kozjega surovega masla iz kisle smetane (22) smo analizirali 16 izolatov, a pri treh (425, 
429, 436) analiza RAPD ni dala pomnožkov. Skupaj smo ugotovili 2 jasna profila RAPD 
(prvega pri izolatih 421, 422, 423, 430, 431, 432, 433, 438 in drugega pri 424, 428 in 434), 
medtem ko sta bila RAPD profila izolatov 427 in 435 slabše vidna, zato ju težko razvrstimo 
v ostale profile RAPD, predvidevamo pa, da sta se med seboj razlikovala.   
Štirinajstim izolatom iz kislega kozjega mleka (25) smo določili 6 različnih profilov RAPD. 
Profil 7 izolatov (484, 485, 486, 488, 492, 493 in 500) se je razlikoval od profila izolatov 
481, 487 in 490, medtem ko smo izolatom 482, 483, 491 in 495 ocenili 4 različne profile. 
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Edini vzorec iz Srbije, Zlatarski sir (35) je združeval 3 nesorodne profile RAPD. Izolati 683, 
684, 685 in 692 so imeli drugačen profil kot izolata 681 in 691 ter kot izolati 686, 688 in 
693.  
 
Slika 19: Rezultati analize pomnožkov RAPD-PCR, vrste Lac. lactis, z začetnim oligonukleotidom M13.  
Legenda: M1: molekularni označevalec velikosti 1kB DNA Ladder, M2: molekularni označevalec velikosti 
100 bp DNA Ladder, 463-480: izolati laktokokov iz kozjega sira (24), 481-500: izolati laktokokov iz kozjega 
kislega mleka (25), 421-438: izolati laktokokov iz kozjega surovega masla (22), 681-693: izolati laktokokov 
iz kravjega mleka (35), NK: negativna kontrola.  
4.3.2 Pestrost sevov znotraj vrste Lactobacillus paracasei 
Po podobnem postopku kot je veljal za laktokoke, smo izbrane izolate vrste Lb. paracasei 
revitalizirali na gojišču MRS in z RAPD-PCR preverili njihovo sevno sorodnost, kar 
prikazujeta sliki 20 in 21.  
Siri z oznakami 5, 7, 8 in 9 so imeli dodane komercialne SK, medtem ko sta bila sira 5 in 9 
izdelana iz TO mleka ter sira 7 in 8 iz surovega mleka. V vzorcu 5 (Edamski lahki sir iz 
kravjega mleka) smo 11 izolatom z vizualno primerjavo določili 2 profila RAPD, kjer so 
imeli izolati 81, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 94 in 96 identičen, izolat 100 pa različen profil 
RAPD. Za 12 izolatov vzorca 7 (sir Pustotnik iz kravjega mleka) smo sorodnost sevov na 
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podlagi profilov RAPD pomnožkov ovrednotili takole: izolate 121, 125, 132, 133, 138 in 
140 smo ocenili, da so enaki, prav tako izolata 122 in 124 ter izolati 123, 129 in 135. Profil 
RAPD izolata 131 je bil slabše viden, zato bi ga težko razvrstili v kak drug profil RAPD. 
 
Slika 20: Rezultati analize pomnožkov RAPD-PCR, vrste Lb. paracasei, z začetnim oligonukleotidom M13.  
Legenda: M1: molekularni označevalec velikosti 1kB DNA Ladder, M2: molekularni označevalec velikosti 
100 bp DNA Ladder, 81-100: izolati laktobacilov iz sira Edamski (5), 162-180: izolati laktobacilov iz sira 
Kozovč (9), 121-140: izolati laktobacilov iz sira Pustotnik (7), 141-157: izolati laktobacilov iz sira Kosec (8), 
NK: negativna kontrola. 
V vzorcu 9 (sir Kozovč iz mešanice kozjega in ovčjega mleka), kjer smo primerjali profile 
pomnožkov 15 izolatov, je prevladoval profil RAPD izolatov 165, 166, 168, 169, 170, 172, 
173 in 174.  V drug profil smo uvrstili izolata 176 in 178, v tretjega 162 in 164 ter v četrtega 
175, 177 in 180. Veliko podobnost sevov znotraj vrste pa smo določili v vzorcu 8 (sir Kosec 
iz kravjega mleka), kjer je 12 izolatov oblikovalo 4 zelo podobne, vendar ne enake profile 
RAPD. Enake profile smo ocenili pri izolatih 141, 144, 147, 149, 151, pri izolatih 142, 150, 
155 in 156 ter pri izolatih 145 in 146. Profil RAPD seva 157 je različen, a zanimivo, da 
njegov profil sovpada s profili RAPD izolatov 175, 177 in 180 iz vzorca 9.  
Pri podrobnejšem pregledu profilov RAPD vzorcev 7 in 8 opazimo, da so si med seboj precej 
podobni, kar pa ne preseneča, saj gre za 2 sira istega proizvajalca (kmetija Pustotnik). Oba 
Avsec N. Identifikacija mlečnokislinskih bakterij... iz Slovenije in sosednjih regij.                                    49   
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
  
sira sta namreč izdelana iz surovega kravjega mleka in z dodatkom enake SK, razlikujeta pa 
se po času zorenja. 
Pri Mohantu (14), ki je bil izdelan po tradicionalnem postopku, smo 7 izolatov po profilih 
RAPD razvrstili takole: sevi 264, 270, 273 in 277, sev 271, medtem ko sta bila profila 
izolatov 263 in 275 nejasna. Iz Sjeničkega sira (29) smo primerjali profile 14ih izolatov, ki 
so se na podlagi profilov RAPD razvrstili v 3 sorodne skupine: sevi 561, 566, 569, 571 in 
574, sevi 562, 563, 567, 570, 572 in 577 ter sevi 564, 565 in 580. Tudi pri vzorcu 30 (Sjenički 
sir) smo določili 3 profile RAPD (593, 594 in 599; 591, 592, 598 in 600 ter 582, 590 in 597).  
V Zlatarskem siru (36) smo 11 izolatom pripisali 5 različnih profilov. V enak profil RAPD 
so se vrstili izolati 708, 710 in 714, v drugega 713, 716, 718 in v tretjega, ki sovpada s 
profilom izolatov iz vzorcev 7 in 8, pa smo določili izolata 712 in 717. Profila 704 in 706 
sta bila nekoliko nejasna, a najverjetneje različna, enako velja za izolat 711.  
 
Slika 21: Rezultati pomnožkov RAPD-PCR vrste Lb. paracasei z začetnim oligonukleotidom M13. Legenda: 
M1: molekularni označevalec velikosti 1kB DNA Ladder, M2: molekularni označevalec velikosti 100 bp DNA 
Ladder, 263-277: izolati laktobacilov osamljeni iz Mohanta (14), 561-580: izolati laktobacilov iz Sjeničkega 
sira (29), 582-600: izolati laktobacilov iz Sjeničkega sira (30), 704-718: izolati laktobacilov iz Zlatarskega sira 
(36).  
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5 RAZPRAVA 
Znano je, da so značilne lastnosti mlečnih izdelkov odvisne od MO. Zato je izolacija in 
identifikacija indogenih MKB iz mlečnih izdelkov ključna za razumevanje biokemijskih in 
mikrobioloških lastnosti, ki vplivajo na senzorično kakovost končnih izdelkov. V nalogi nas 
je zanimalo predvsem, ali se mikrobna združba 39 mlečnih izdelkov iz različnih skupin 
izdelkov in so izbrani iz različnih regij, med seboj razlikuje. Ker so mleko in mlečni izdelki 
odličen vir raznolike mikrobne populacije, smo za določanje velikosti populacij MKB izbrali 
take mikrobiološke pristope, s katerimi bi dobili čimbolj natančen vpogled v velikost 
mikrobnih populacij posameznih izdelkov. Uporabili smo gojišče de Man, Rogosa in Sharpe 
(MRS, anaerobno) za nammoževanje domnevnih skupnih bacilov in nekoliko gojišče M17 
(aerobno) za določanje skupnih kokov. Inkubacijo je potekala na temperaturnih območjih, 
ki ustreza mezofilnim (30 °C) in termofilnim (37 °C) MKB. Iz vseh mlečnih izdelkov smo 
skupaj osamili in identificirali 706 izolatov.  
Po štetju bakterijskih kolonij in MALDI-TOF analizi, smo preučili vpliv različnih 
dejavnikov na sestavo mikrobnih združb in v zadnjem delu raziskovalne naloge ocenili 
sevno raznolikost znotraj najbolj zastopanih vrst Lac. lactis in Lb. paracasei, izoliranih iz 
16 mlečnih izdelkov.  
5.1 VPLIV LOKACIJE NA VELIKOST IN SESTAVO MIKROBNIH ZDRUŽB 
Ugotovili smo, da je velikost skupne mikrobne populacije v mleku in mlečnih izdelkih iz 
Slovenije statistično večja od skupne mikrobne populacije v mleku in mlečnih izdelkih  iz 
Srbije, pri čemer so bili skupni koki in laktobacili v posameznih izdelkih enakomerno 
zastopani, medtem ko Zuo in sod. (2014) poročajo o prevladi laktobacilov v tradicionalnih 
kitajskih mlečnih izdelkih. Tako so bili v 24 izdelkih iz Slovenije in v 14 iz Srbije najbolj 
zastopani laktobacili (39 % in 48 %), kjer je v slovenskih mlečnih izdelkih prevladovala 
vrsta Lb. paracasei (32 %) in v srbskih Lb. plantarum (20 %). V srbskih izdelkih so bili za 
laktobacili najbolj zastopani predstavniki rodov Enterococcus (20 %) in leukonostoki  
(12 %), najmanj pa je bilo laktokokov (zgolj 4 % izolatov). Drugačna sestava mikrobne 
združbe pa je bila značila za slovenske izdelke, kjer so laktobacilom sledili laktokoki  
(32 %), mnogo manj pa je bilo enterokokov in leukonostokov (7 % in 5 %). Ne oziraje se na 
to, da so bili srbski izdelki izdelani izključno po tradicionalnih postopkih, smo pri slovenskih 
vzorcih identificirali pestrejšo mikrobno združbo (25 vrst MKB), kot pri srbskih (17 
različnih vrst MKB). Pri tem moramo poudariti, da je bilo v skupini slovenskh izdelkov več 
vzorcev in več raznolikih vrst izdekov v primerjavi s srbskimi, kjer smo imeli samo sire in 
kajmake. Zato smo se v nadaljevanju osredotočili na več dejavnikov, ki poleg lokacije 
prispevajo k raznolikosti vrst. 
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5.2 VPLIV VRSTE MLEČNEGA IZDELKA NA VELIKOST IN SESTAVO 
MIKROBNIH ZDRUŽB  
Največje povprečno število skupnih kokov in laktobacilov smo določili v vzorcu kozjega 
kislega mleka (25), skuti (6), siru Kosec iz kravjega mleka (8) in kozjem pinjencu iz kisle 
smetane (23). Po drugi strani pa sta vzorec kozjega surovega masla (20) in kozji pinjenec 
(21) izstopala po velikosti populacij skupnih  kokov in laktobacilov, saj sta bila izdelana iz 
sladke smetane in sta posledično imela najmanjšo in precej homogeno sestavo MKB.  
Iz njiju smo osamili predvsem ne-MKB (Enterobacter, Micrococcus, Staph. 
caprae/xylosus/epidermis, Routela, Micrococcus luteus) ter manjši delež Lac. lactis in  
Ec. facealis, medtem ko je velikost populacije skupnih kokov in laktobacilov v kozjem 
surovem maslu (22) in kozjem pinjencu (23) iz kisle smetane primerljiva velikosti populacije 
sirov in kozjega kislega mleka (9,2 log  KE/ml) z zelo zastopano vrsto Lac. lactis. Zanimive 
rezultate smo dobili v vzorcu kozjega surovega masla iz kisle smetane (22), saj smo izolirali 
36 % več mezofilnih laktobacilov kot so jih izolirali Samet-Bali in sod. (2009) v tunizijskem 
surovem maslu iz kisle smetane. Najbolj raznolike rezultate o povprečni velikosti populacij 
skupnih kokov in laktobacilov smo opazili v skupini sirov kar ne preseneča, saj so to izdelki, 
pri katerih lahko razlike v izvedbi posameznih faz tehnoloških postopkov (surovo/TO mleko, 
dodatek SK/brez SK, dolžina zorenja) specifično vplivajo na velikost mikrobne populacije 
sira. 
Iz vzorca surovega kravjega mleka (17), ki je načeloma najpogosteje poseljeno z laktokoki, 
streptokoki, laktobacili, enterokoki in leukonostoki (Tilocca in sod., 2020), laktobacilov 
nismo izolirali, temveč smo osamili 6 izolatov vrste Str. parauberis, 4 izolate vrste  
Lac. lactis, po 1 izolat iz vrst Lac. raffinolactis in Leuc. citreum ter 3 izolate vrste  
Ec. italicus, medtem ko so Frece in sod. (2016)  iz 3 vzorcev hrvaškega kravjega mleka na 
gojiščih MRS in NA (Nutrient agar) določili največjo zastopanost vrste Lac. lactis (53 %). 
S 30 % so laktokokom sledili Lb. paracasei, 5 % pa je bilo Lb. plantarum. Tudi v surovem 
kozjem mleku prevladujejo laktokoki, nekaj manj je laktobacilov, leukonostokov in 
enterokokov (Tilocca in sod., 2020), kar se je izkazalo pri surovem kozjem mleku (19), saj 
smo osamili večinoma Lac. lactis in 3 izolate Lb. brevis. Prevlada laktokokov, predvsem 
vrste Lac. lactis, je bila skupna tudi vsem nezorenim mlečnim izdelkom iz kravjega in 
kozjega mleka (54 % in 64 %).  
Mikrobno najbolj pestro populacijo smo določili v sirih iz kravjega mleka, ki so zoreli od 1 
do 3 mesece, saj smo identificirali 18 različnih vrst MKB, z največ predstavniki rodu 
Lactobacillus (68 %). Mikrobiota surovega mleka je torej pogojena z vrsto molzne živali, 
vendar tudi s higienskimi razmerami, vrsto krme ter celo lokacijo in nadmorsko višino 
(Tilocca in sod., 2020). 
Največ analiziranih mlečnih izdelkov je bilo sirov, od tega 9 z dodatkom SK in/ali iz TO 
mleka ter 13 izdelanih po tradicionalnih postopkih, zato smo le te podrobneje analizirali. 
Velikosti populacij izraslih mezofilnih laktobacilov so bile pri vseh slovenskih  
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(7,8 log  KE/g) kot tudi srbskih tradicionalnih sirih (7,5 log KE/g) precej višje kot poročajo 
Frece in sod. (2016) za hrvaške tradicionalne sire (4,26-4,69 log KE/g). Nasprotno pa Béjar-
Lio in sod. (2019) poročajo o višjih populacijah  za mehiške tradicionalne sire (9,3 log KE/g), 
kot smo jih določili v naši nalogi. Če primerjamo velikosti populacij mezofilnih laktokokov, 
izraslih na M17, ugotovimo, da so bile velikosti višje v slovenskih tradicionalnih sirih (8,1 
log KE/g) v primerjavi s srbskimi (7,2 log KE/g). V mehiških tradicionalnih sirih pa je bila 
populacija mezofilnih laktokokov višja (9,3 log KE/g), v primerjavi s populacijo mezofilnih 
laktokokov vzorcev iz naše naloge.  
Ker so se siri medseboj precej razlikovali, smo v nadaljevanju razdelili sire v 4 skupine 
(preglednica 11) in sicer tradicionalni Zlatarski siri (34, 35, 36, 37, 38), Sjenički siri (18, 27, 
28, 29, 30), ki so vir avtohtonih MKB, slovenski siri iz surovega mleka ter netradicionalni 
siri z dodanimi SK in iz TO mleka, ter primerjali velikosti in sestavo mikrobnih združb. 
Rezultati so pokazali, da so v Zlatarskih in Sjeničkih sirih prevladovali domnevni mezofilni 
laktobacili (7,1 log KE/g in 7,7 log KE/g), medtem ko so v vzorcih slovenskih tradicionalnih 
sirov prevladovali termofilnih laktobacili in mezofilni laktokoki (8,1 log KE/g). V sirih iz 
TO mleka so bili laktokoki številčnejši. Vendar rezultati s petrijevih plošč MRS oz. M17 
niso sovpadali z rezultati analize MALDI-TOF MS, saj so bili izolati, ne glede s katerega 
gojišča so bili izolirani, v glavnem identificirani kot laktobacili, na kar so opozorili tudi 
Carafa in sod. (2019). Slednje dokazuje zmerno selektivnost gojišč. To pomeni da, da so 
laktobacili lahko izrasli tudi na gojiščih M17 in smo tako dobili nekoliko izkrivljen podatek 
o velikosti skupnih laktobacilov oz. kokov. Po drugi strani pa so nam taka gojišča omogočila 
izrast čimvečjega števila MKB.  
Največjo zastopanost skupnih laktobacilov smo ugotovili za Sjeničke sire (74 %) in 
Zlatarske sire (47 %), kjer je bilo največ izolatov iz vrst Lb. plantarum in Lb. paracasei kot 
tudi pri slovenskih tradicionalnih sirih (14 in 15) (slika 17), kjer smo izolirali največ sevov 
iz vrst Lb. paracasei in Lb. rhamnosus. Carafa in sod. (2019) poročajo o pomembnosti  
Lb. rhamnosus BT68 v tradicionalnih sirih iz Italijanskih Alp, saj spodbuja sintezo linolne 
konjugiranje kisline, ki ugodno vpliva na zdravje ljudi, v kombinaciji z Lac. lactis subsp. 
lactis in Streptococcus thermophilus pa zavira rast enterobakterij.  
V splošnem je bilo vsem tradicionalnim izdelkom skupno, da so bili za laktobacili najbolj 
zastopani enterokoki (22 % v Sjeničkih, 30 % v Zlatarskem siru, 11 % v Mohantu).  Posebno 
pozornost je pritegnil Sremski sir (39), saj je več kot polovico izolatov ustrezalo vrsti  
Str. salivarius in en izolat Str. thermophilus. Pombert in sod. (2009) so namreč ugotovili 
tesno sorodnost Str. salivarius z vrsto Str. thermophilus. Pri slovenskih netradicionalnih sirih 
(s SK in TO mleko) smo iz 9 vzorcev sirov izolirali 65 % laktobacilov  
(največ Lb. paracasei).   
Ugotovili smo, da je mikrobiota tradicionalnih sirov zelo raznolika, kar pa ne preseneča, saj 
je posebnost tradicionalnih izdelkov ravno ta, da jih proizvajalci izdelujejo po svojih 
specifičnih tehnoloških postopkih, kar ima za posledico mlečne izdelke s specifičnimi 
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lastnostmi (Teneva-Angelova in sod., 2018). Carafa in sod. (2019) so v sirih iz surovega 
mleka, za razliko od nas, določili prevlado Lac. lactis subsp. lactis in Lac. lactis subsp. 
cremoris, Caro in sod. (2020) pa so v tradicionalnem mehiškem siru Oaxaca določili 
največjo zastopanost enterokokov in laktobacilov ter najmanj laktokokov.  
Takoj za siri so najbolj raznoliko sestavo mikrobne populacije izkazovali kajmaki. Iz 3 
kajmakov različnih srbskih proizvajalcev, smo pri vzorcih, ki so zoreli do 3 mesece (31 in 
33) izolirali večinoma Leuc. mesenteroides in 1 izolat Ec. facealis, ki pa so jih v kajmaku, 
ki je zorel več kot 5 mesecev (32), številčno prehiteli laktobacili (Lb. kefirii in  
Lb. parabuchneri). Hkrati je za vse kajmake veljalo, da je bilo več kot polovica izolatov 
vrste Leuc. mesenteroides, 18 % pa Lb. kefirii. Naši rezultati v veliki meri sovpadajo z 
rezultati nekoliko starejše študije Joković in sod. (2008), kjer so, po enakih postopkih kot 
mi, izolirali različne predstavnike MKB iz tradicionalnih srbskih kajmakov s to razliko, da 
so v 2 vzorcih izolirali tudi Lac. lactis, Lac. raffinolactis in Lac. garvieae.  
Tradicionalni mlečni izdelki pa niso poseljeni samo z običajnimi vrstami MKB, temveč 
lahko najdemo tudi manj značilne predstavnike ne-MKB. Uspeli smo namreč pridobiti tudi 
potencialno patogene izolate, kot so Routela ornytholitica, Routella terrigena, Enterobacter 
cloacae in Staphylococcus epidermis. Za slednjega Otto (2010) navaja, da je rezervoar genov 
za odpornost proti antibiotikom. Izkazalo se je, da so bili izdelki iz kravjega mleka boljše 
mikrobiološke kakovosti, kar sovpada z ugotovitvami Frece in sod. (2016) in bi lahko 
razložili z dejstvom, da smo v kravjem mleku določili več naravno prisotnih MKB kot v 
ovčjem in kozjem, ki med fermentacijo uspešno zavirajo rast patogenih in kvarljivih MO.  
5.3 VPLIV TO, ČASA ZORENJA, VRSTE MLEKA IN DODATKA SK NA 
VELIKOST IN SESTAVO MIKROBNIH ZDRUŽB  
Preplet različnih dejavnikov kot so TO mleka, vrsta mleka, vrsta mlečnega izdelka ter 
dodatek SK, vplivajo na velikost in sestavo mikrobne populacije. Poleg priprave mleka in 
vrste uporabljenih dodatkov, pa je za mikrobno raznolikost izjemno pomembno tudi okolje 
prireje mleka in izdelave izdelkov. Stelja je lahko vir različnih MO, ki se preko vimena 
molznih živali prenesejo v mleko in naprej v mlečne izdelke. V slami so npr. močno 
zastopane mezofilne bakterije, vendar pa se s povečevanjem uporabe pesticidov v 
kmetijstvu, posredno zmanjšuje zastopanost avtohtonih bakterij v mleku in mlečnih izdelkih. 
Slednje je predvsem pomembno za mlečne izdelke iz surovega mleka brez dodatka SK 
(Cavanagh in sod., 2014).   
Toplotna obdelava surovega mleka, ki je sicer vir raznolike mikrobne združbe, zdesetka 
raznolikost in velikost populacije MO v mleku (Vandera in sod., 2019; Tilocca in sod., 
2020), kar pa v naši nalogi nismo mogli neposredno dokazali, saj so velikosti populacij v 
izdelkih iz TO mleka  približno enako velike kot v izdelkih iz surovega mleka. Ker TO mleka 
delno uniči naravno prisotne oz. divje MKB (Vandera in sod., 2019), se le te nadomešča s 
komercialnimi okisovalci, ki izjemno hitro vzpostavijo primerno velikost mikrobne 
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populacije v mlečnih izdelkih iz TO mleka (Caro in sod., 2020; Bassi in sod., 2015). Smo pa 
določili, da je mikrobna združba v izdelkih iz surovega mleka za približno 50 % bolj 
raznolika (J=0,93), kot pri TO izdelkih (J=0,48), kar je posredno povezano tudi z dodajanjem 
SK. Poleg MKB smo v vzorcih mleka in izdelkih iz surovega mleka izolirali in identificirali 
5 % ne-MKB in kvasovk, prav tako je izstopal velik delež enterokokov (14 %). Tudi v 
izdelkih iz TO mleka smo določili enterokoke (3 %), saj v kolikor jih SK ne prerastejo, zaradi 
svoje robustne narave uspešno rastejo pri višjih temperaturah in manj ugodnih pogojih 
(Vandera in sod., 2019).  
V izdelkih iz TO mleka je bilo v prvi vrsti 33 % identificiranih izolatov  
Lb. paracasei, nekaj manj Lac. lactis (31 %) in 25 % leukonostokov  
(Leuc. mesenteroides/paramesenteroides/citreum), torej MKB, ki so bile dodane s SK, kot 
tudi predstavniki rodu Enterococcus, katerih izvor je najverjetneje okolje. Vandera in sod. 
(2019) poročajo, da termizacija ovčjega in kozjega mleka, iz katerega izdelujejo grški sir 
Graviera, uniči večino naravno prisotnih laktokokov in leukonostokov, medtem ko se 
zastopanost indogenih enterokokov izjemno poveča. V izdelkih iz surovega mleka smo, 
podobno kot v izdelkih iz TO mleka, določili največ sevov iz vrste Lb. paracasei (28 %), 
medtem ko je bila vrsta Lac. lactis zastopana v manjši meri tako pri izdelkih iz surovega, kot 
pri izdelkih iz TO mleka. V izdelkih iz surovega mleka smo, za razliko od TO mleka, določili 
12 % Lb. plantarum, medtem ko so Vandera in sod. (2019) v grški Gravieri določili 6,3 % 
Lb. plantarum. 
Med zorenjem se dinamika in pestrost mikrobne združbe, predvsem v tradicionalnih mlečnih 
izdelkih, spreminja (Carafa in sod., 2019), saj je bilo število mezofilnih laktobacilov večje v 
izdelkih zorenih dlje časa. Enako velja tudi za Zlatarski sir (Terzić-Vidojević in sod., 2007), 
grški sir Graviera (Vandera in sod., 2019), tradicionalni kraški ovčji sir (Čanžek Majhenič 
in sod., 2007) kot tudi srbski kajmak (Joković in sod., 2008). Carafa in sod. (2019) so 
ocenjevali in primerjali naravno prisotne seve MKB in SK za izdelavo tradicionalnih sirov 
v nekaterih italijanskih pokrajinah. Pri študiji, kjer so se osredotočili na Lac. lactis subsp. 
lactis, Streptococcus thermophilus in Lb. rhamnosus, so uporabili 3 kontrolne sire (brez SK), 
9 sirom pa so dodali različne deleže starterskih in avtohtonih kultur. V kontrolnih sirih so 
sicer ugotovili do 50 % manjšo zastopanost laktokokov ob pričetku zorenja v primerjavi s 
tistimi z dodatkom SK, vendar pa se je ta razlika s časom zorenja zmanjšala. Hkrati se je s 
časom zorenja povečeval delež streptokokov in laktobacilov, kar velja tudi za naše izdelke. 
Mezofilni laktobacili so ključni za proces zorenja mlečnih izdelkov, saj nekateri med njimi 
lahko izkoriščajo citrat in so vključeni v procese proteolize ter prevladajo nad ostalimi, 
naravno prisotnimi MO. To pojasnuje, da smo v sirih in kajmakih iz kravjega mleka, ki so 
zoreli več kot 3 mesece, izolirali izključno vrste iz rodu Lactobacillus (Lb. paracasei, Lb. 
curvatus), medtem ko smo v sirih iz kozjega in ovčjega mleka, ki so zoreli do 3 mesece, 
sicer v večji meri izolirali laktobacile (predvsem Lb. paracasei/plantarum), vendar je bilo 
16 % izolatov tudi predstavnikov rodu Enterococcus. V izdelkih iz mleka drobnice (kozje, 
ovčje ali mešanica obojega), ki so zoreli od 3 do12 mesecev, je bilo, podobno kot v izdelkih 
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iz kravjega mleka, 90 % izolatov iz vrste Lb. paracasei. Za laktobacile je torej značilna 
eksponentna rast in razmnoževanje populacije ob pričetku zorenja izdelkov, ki pa vztraja do 
konca procesa. To potrjuje dejstvo, da so določeni laktobacili relativno robustne narave, saj 
uspešno premagujejo zahtevnejše razmere, ki so značilne za zorene izdelke (nizka vrednost 
pH, pomanjkanje hranil) (Čanžek Majhenič in sod., 2007). Dobro odpornost in sposobnost 
adaptacije pa, iz enakih razlogov kot velja za določene laktobacile, pripisujemo tudi 
enterokokom. Ker so enterokoki s svojim lipolitičnim in predvsem proteolitičnim 
delovanjem, predvsem pri tradicionalnih sirih, ena glavnih skupin MO, ki ključno 
doprinesejo k oblikovanju značilne arome sirov, pa nekateri avtorji prisotnost enterokokov 
opisujejo kot pokazatelje slabih higienskih razmer (Caro in sod., 2020). Zato je stroka v 
povezavi z njihovo varnostjo in uporabo v mlekarski industriji razdeljena, kljub temu, da še 
ni bilo zabeleženih primerov zastupitve z enterokoki iz sirov (Vandera in sod., 2019).   
V celoti gledano ni bilo večjih razlik v velikosti mikrobnih populacij v mlečnih izdelkih brez 
in z dodatkom SK. Slednji so bili sicer v večji meri zastopani s termofilnimi in mezofilnimi 
koki, najverjetneje zaradi dodatka takih SK. 
Vendar pa, poleg TO mleka in časa zorenja, dodane MKB vplivajo na sestavo mikrobne 
populacije, saj smo v izdelkih brez dodanih SK (J=0,75), ugotovili večjo pestrost MKB, kot 
tudi prisotnost ostalih bakterij in kvasovk, v primerjavi z izdelki z dodanimi SK (J=0,66). 
SK imajo poleg tehnoloških lastnosti tudi zaščitno funkcijo, saj izjemno hitro prevladajo v 
okolju, kamor jih dodamo (Caro in sod., 2020; Carafa in sod., 2019). Zato smo v izdelkih s 
SK izolirali samo MKB, medtem ko so smo v izdelkih brez SK, izolirali tudi 11 % kvasovk 
in drugih bakterij. Podobno kot mi so tudi Carafa in sod. (2019) določili večjo raznolikost 
vrst v naravno fermentiranih sirih v primerjavi s tistimi brez SK. Iz naravno fermentiranih 
izdelkov smo, po padajočem vrstnem redu, izolirali seve iz rodov MKB Lactobacillus, 
Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc in Streptococcu, z največjo zastopanostjo vrste 
Lac. lactis (22 %), Lb. paracasei (18 %), Lb. plantarum (14 %), Ec. facealis (8 %), Leuc. 
mesenteroides (8 %) in ostalimi 12 vrstami MKB, v 0,3 do 5,9 %. V izdelkih s SK pa je bila 
dobra polovica izolatov iz rodu Lactobacillus, od tega 38 % Lb. paracasei. Sledile so vrste 
Lac. lactis (22 %), Str. thermophilus (9 %), Leuc. mesenteroides (7 %), najmanj pa je bilo 
pediokokov (4 %).   
Z izrazom nestarterske MKB najpogosteje opisujemo mezofilne laktobacile, predvsem vrste 
Lb. casei/paracasei/rhamnosus, vendar iz zorenih tradicionalnih mlečnih izdelkov, 
predvsem sirov, pogosto izoliramo tudi fakultativne ali obligatno heterofermentativne  
Lb. curvatus, Lb. parabuchneri, Lb. brevis (Cavanagh in sod., 2014) ter Lb. buchneri,  
Lb. pentosus in Lb. acidophilus, ki pa jih mi nismo določili. Za tradicionalne sire s področja 
južne Evrope so značilni, kar smo ugotovili tudi v naši nalogi, predstavniki rodu 
Enterococcus, predvsem Ec. faecalis, Ec. faecium in Ec. durans (Vandera in sod., 2019; 
Čanžek Majhenič in sod., 2007).  
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Z analizo MALDI-TOF MS smo izolate iz vzorcev mleka in mlečnih izdelkov brez dodanih 
SK identificirali za predstavnike vrst Lb. curvarus/paraplantarum/kefirii/herbinensis,  
Lac. raffinolactis ter Ec. italicus/gilvus, medtem ko so se sevi iz izdelkov z dodanimi SK 
razvrstili med vrste Lb. delbrueckii, Leuc. paramesenteroides, Lac. gravie ter  
Ec. malodoratus, na kar pa vplivajo dodane SK.  MKB v komercialnih SK, ki so bile dodane 
v mleko za mlečne izdelke, so bile iz vrst Lac. lactis z različnimi podvrstami, Lac. cremoris, 
Leuconostoc in Lb. delbruecki. Prisotnost predstavnikov SK, razen Lac. cremoris, smo 
potrdili tudi v mlečnih izdelkih, zato je bila vrsta Lb. delbruecki specifična za to skupino 
izdelkov. Drugačen izvor pa lahko prepišemo potrjeni prisotnosti vrst  
Leuc. paramesenteroides, Lac. gravie ter Ec. malodoratus, saj niso bili del komercialnih SK. 
Predvidevamo, da so v mlečne izdelke zašli iz okolja, kot sekundarna mikrobiota.   
5.4 RAZNOLIKOST SEVOV 
V nadaljevanju naloge smo z analizo RAPD-PCR ugotavljali sorodnost sevov najbolj 
zastopanih vrst MKB, Lac. lactis in Lb. paracasei. Analiza je z uporabo ustreznih začetnih 
oligonukleotidov, kot je M13, učinkovita in natančna za določanje raznolikosti oz. 
sorodnosti med sevi (Rossetti in Girrafa, 2005).  Za ugotavljanje raznolikosti smo izbrali 
izolate 16 mlečnih izdelkov, vendar jih 68 bodisi nismo uspeli revitalizirati ali pa analiza z 
metodo RAPD-PCR ni podala jasnih rezultatov. V nadaljevanju naloge smo zato vizualno 
primerjali profile RAPD 179 izolatov (87 laktokokov in 92 laktobacilov).  
5.4.1 Lactococcus lactis  
Analizirane izolate iz vzorcev mlečnih izdelkov smo razvrstili v več profilov RAPD. Vzorca 
skute (1, 3), pri katerih smo ocenili najbolj podobne profile RAPD, ter kozji sir (24) so imeli 
dodane SK, ostali izdelki pa so bili fermentirani z naravno prisotnimi MKB (19, 21, 22, 25, 
35). Večjo raznolikost sevov smo ocenili v vzorcu kozjega sira (24), kljub temu da so bili 
Lac. lactis domnevno dodani kot SK. Slednje bi lahko pojasnili z vnosom sekundarne 
mikrobiote med tehnološkim postopkom izdelave sira, saj je znano, da so ozračje in 
površine, predvsem tradicionalnih majhnih mlekarnic, lahko vir heterogene mikrobiote, ki 
prehaja v mleko in mlečne izdelke (Stobnicka-Kupiec in sod., 2019).  
V celoti gledano bi lahko 82 profilov RAPD laktokokov razdelili v 5 večjih skupin. Znano 
je, da se sevi Lac. lactis iz različnih regij in okoljskih niš razlikujejo v velikosti genomov, 
kromosomov in plazmidov (Cavanagh in sod., 2014). To pomeni, da so različni sevi vrste 
Lac. lactis prišli v mleko oz. mlečne izdelke iz različnih okolij (samo mleko, molzne živali, 
oprema, rastlinski material, lahko tudi SK), kar je povečalo njihovo raznolikost. Glede na to 
da gre za isto vrsto, pa bi relativno veliko raznolikost med lahko pripisali tudi različnim 
podvrstam Lac. lactis, saj molekularni »prstni odtis« vrsto Lac. lactis pri 
85 % podobnosti razdeli v 2 podvrsti (Lac. lactis subsp. lactis in cremoris) (Cavanagh in 
sod., 2014). Za Lac. lactis velja, da je tako fenotipsko kot genotipsko, zelo raznolika vrsta, 
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predvsem zaradi prevzemanja genetskih elementov med procesom adaptacije na nove 
okoljske niše (Yu in sod., 2017; Gutiérrez-Méndez in sod., 2010).  
Ugotovili smo, da so se profili RAPD iz vzorca Zlatarskega sira (35), ki je bil v tej skupini 
edini ne-slovenski izdelek in s tem geografsko najbolj oddaljen od ostalih izdelek, najbolj 
razlikovali od profilov RAPD sevov iz slovenskih mlečnih izdelkov. To pa ne velja za 
izdelke iz istih predelovalnih obratov, kar pomeni, da so si izolati, pridobljeni iz različnih 
izdelkov a enakega okolja, zelo podobni ali celo enaki.  
Profili RAPD izolatov iz izdelka 24 (463, 473, 477, 478 in 479 – vsi iz vrste Lac. lactis) so 
bili zelo podobni profilom RAPD izolatov v izdelku 25 (484, 485, 486, 488, 492, 493 in 500 
- vsi iz vrste Lac. lactis). Podobno velja za izdelke 19, 21 in 22. Ugotovitev je deloma 
pričakovana, saj so izdelki 19, 21, 22, 24 in 25 od istega proizvajalca ter kljub različnim 
pripravam mleka (brez/z TO; brez/z SK) in različnim vrstam mlečnih izdelkov (različni 
tehnološki postopki) opazimo določeno mero mikrobne sorodnosti izolatov. Zaradi 
populacijskega ozkega grla sevov se z uporabo komercialnih SK izgublja genetska 
raznolikost v primerjavi z divjimi sevi iz različnih okoljskih niš. Zato je pričakovano, da bo 
sevna raznolikost v izdelkih z dodanimi SK manjša v primerjavi s tradicionalnimi (Cavanagh 
in sod., 2014). Ravno zato je bil zanimiv kozji sir (24), ki je kljub dodanim SK izstopal po 
raznolikosti sevov. Slednje bi lahko pojasnili z dejstvom, da se sevna raznolikost povečuje 
s časom zorenja, kar so pri sirih, ki so zoreli 3 mesece, za vrsto Lac. lactis subsp. lactis 
določili tudi Vandera in sod. (2019).  
Določeno sorodnost sevov pa smo opazili tudi med izdelki različnih slovenskih 
proizvajalcev. To velja za profile izolatov 41, 44, 45, 46, 47 in 50 iz izdelka 3, izolati 481, 
487 in 490 iz izdelka 25 ter za izolate 466, 469 in 470 iz izdelka 24 ali pa za izolate 362, 
364, 365, 367, 368, 370, 371 in 376 iz izdelka 19 ter za izolata 403 in 416 iz izdelka 21.   
5.4.2 Lactobacillus paracasei 
Podobno kot za seve vrste Lac. lactis, velja tudi za seve Lb. paracasei. Vandera in sod. 
(2019) poročajo o heterogenosti profilov RAPD izolatov vrste Lb. paracasei subsp. 
paracasei izoliranih iz tradicionalnih sirov. Z metodo RAPD in začetnim oligonukleotidom 
M13 so izolate razvrstili v 3 različne profile RAPD. Podobno kot Vandera in sod. (2019), 
lahko tudi v naši nalogi profile RAPD 92 Lb. paracasei izolatov razvrstimo v več skupin.  
Siri z oznako 5, 7, 8 in 9 so imeli dodane SK in so bili izdelani iz TO mleka v isti mlekarni. 
Vendar pa SK, ki so bile dodane v mleko za mlečne izdelke, niso vsebovale Lb. paracasei 
iz česar bi lahko sklepali, da laktobacili, izolirani iz teh mlečnih izdelkov, izvirajo iz okolice. 
Tako kot pri laktokokih, smo tudi pri laktobacilih ocenili, da si določeni izolati različnih 
mlečnih izdelkov delijo zelo podobne ali enake profile, kar pa je bilo bolj značilno za izdelke 
iz istih proizvajalcev oz. geografskih regij.  Eden takšnih primerov je enak profil izolatov 
dveh slovenskih proizvajalcev in sicer izolat 100 iz izdelka 5 (Loška mlekarna) ter izolati 
142, 150, 155 in 156 iz izdelka 8 (kmetija Pustotnik). Sorodne profile sevov pa najdemo tudi 
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v različnih mlečnih izdelkih istega proizvajalca in sicer med izolati 142, 150, 155 in 156 ter 
izolati iz izdelka 8 in izolati 121, 125, 132, 133, 138 in 140 iz izdelka 7 ter izolati 141, 144, 
147, 149 in 151 iz izdelka 8 in izolatoma 122 in 124 iz izdelka 7, kjer sta oba izdelka od 
istega proizvajalca (kmetija Pustotnik). Podobne profile RAPD smo opazili tudi med izolati  
562, 563, 567, 570, 572 in 577 iz Sjeničkega sira (29) in izolati 713, 716 in 718 iz Zlatarskega 
sira (36).   
Najbolj podobne, vendar vseeno ne enake RAPD profile smo ocenili v sirih z dodatkom SK, 
medtem ko je bila raznolikost sevov večja pri izdelkih, izdelanih po tradicionalnih postopkih. 
Terzić-Vidojević (2007) so prav tako dokazali raznolikost sevov vrste Lb. paracasei subsp. 
paracasei v Zlatarskem siru.  
Zanimivo je tudi, da smo podobne profile RAPD določili tudi pri izolatih iz geografsko bolj 
oddaljenih območij. Eden takšnih primerov je podoben ali celo enak profil izolatov 561, 566, 
569, 571 in 574 iz Sjeničkega sira (29), izolatov 712 in 717 iz Zlatarskega sira (36), izolata 
131 iz vzorca sira 7 in izolata 263 iz Mohanta (14).   
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6 SKLEPI 
• Poleg dodatka MKB v obliki SK in vrste mlečnega izdelka na sestavo mikrobne 
združbe vpliva tudi geografsko območje, čas zorenja, vrsta mleka in TO mleka.  
 
• Velikost in sestava mikrobne združbe se med lokacijama in vrsto mlečnih izdelkov 
statistično značilno razlikuje, vendar največji delež predstavnikov v vseh mlečnih 
izdelkih pripada rodu Lactobacillus (48 % v srbskih in 39 % v slovenskih izdelkih),  
s prevladujočima vrstama Lb. plantarum in Lb. paracasei. 
 
• Dodatek SK ne pliva na velikost populacije mlečnih izdelkov, vendar zmanjša 
mikrobno raznolikost za 50 %, tudi na nivoju sevov.  
 
• Tradicionalni izdelki iz kravjega mleka so v primerjavi z izdelki iz kozjega mleka 
bolj bogati z MKB, kar lahko doprinese k mikrobiološki kakovosti tovrstnih 
izdelkov.  
 
• Po mikrobni sestavi se najbolj razlikujejo različne vrste mlečnih izdelkov, pri čemer 
najbolj izstopa skupina sirov z 27 identificiranimi vrstami MKB, od katerih je bilo 
največ predstavnikov vrste Lb. paracasei.  
 
• Eden redkih predstavnikov rodu Lactococcus iz mlečnih izdelkov, je bila vrsta  
Lac. lactis, ki je prevladala v kislem mleku, surovem mleku, pinjencu in maslu.  
 
• V tradicionalnih sirih prevladujejo laktobacili, predvsem vrsti  
Lb. plantarum in Lb. paracasei, sledita vrsti Ec. faecium in Ec. facealis, medtem ko 
v sirih iz TO mleka z dodatkom SK prevladajo dodane vrste MKB.  
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7 POVZETEK  
Tradicionalni mlečni izdelki predstavljajo kulturno dediščino območij od koder prihajajo, 
prav tako pa mikrobiota iz teh regij prispeva k specifičnim senzoričnim značilnostim, ki 
oblikujejo svojevrsten profil izdelkov. Z mehanizmom horizontalnega prenosa genov se 
povečuje genetska raznolikost sevov, kar velja predvsem za MKB iz različnih okolij. To 
prispeva k sevni raznolikosti tradicionalnih mlečnih izdelkov, vendar moramo pri tem vzeti 
v zakup tveganje zaradi morebitnih prenosov genov za odpornost proti antibiotikom. 
V raziskovalnem delu smo analizirali 39 različnih mlečnih izdelkov, od tega je bilo 24 
izdelkov slovenskega porekla od 8 različnih proizvajalcev, medtem ko smo 14 mlečnih 
izdelkov pridobili od 11 različnih srbskih proizvajalcev in en vzorec iz Rusije. Iz vzorcev 
smo osamili in na nivoju vrste z metodo MALDI-TOF identificirali 706 izolatov.  
Med 279 izolati, izoliranimi iz vzorcev z dodanimi SK, je prevladovala vrsta Lb. paracasei, 
določili pa smo še Lac. lactis, Str. thermophilus, Leuc. mesenteroides in 13 vrst, ki so bile 
zastopane v manjšem deležu. V izdelkih brez dodatka SK jih je bilo od 380 MKB izolatov, 
največ vrste Lac. lactis, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Leuc. mesenteroides in Ec. facealis. 
Skupaj smo v izdelkih, ki so bili izdelani po tradicionalnih postopkih, brez uporabe SK in 
po možnosti iz surovega mleka, določili 25 različnih MKB vrst, 4 vrste kvasovk in 10 vrst 
različnih ne-MKB. Izdelki iz TO mleka, ki so večinoma imeli dodane SK, so bili mikrobno 
manj raznoliki, saj smo identificirali 17 različnih vrst MKB. S tem smo lahko potrdili 
hipotezo, da bo mikrobiota mlečnih izdelkov, izdelanih brez dodanih SK, vrstno bolj 
raznolika od tiste v izdelkih, ki so izdelani z dodanimi SK. 
Raznolikost pa ni bila določena le na nivoju vrste, temveč smo jo z metodo RAPD-PCR 
ocenili tudi na nivoju sevov in sicer znotraj vrst Lac. lactis in Lb. paracasei. Ocenili smo, 
da so določeni profili RAPD sevov Lac. lactis sorodni sevom iz izdelkov iz različnih območij 
Slovenije, medtem ko sorodnosti nismo uspeli določiti med geografsko bolj oddaljenimi 
izolati Zlatarskega sira. Podobno smo ugotovili tudi pri izolatih vrste Lb. paracasei s to 
razliko, da so imeli izolati, pridobljeni iz različnih in geografsko bolj oddaljenih regij 
podobne ali celo enake RAPD profile. Najmanjšo sorodnost je bilo moč oceniti pri vzorcih 
brez dodanih SK in iz surovega mleka.  
Različno mikrobno združbo smo določili tudi med izdelki iz kravjega, kozjega, ovčjega in 
mešanega (kozjega in ovčjega) mleka, ki so zoreli različno dolgo. Dinamika MKB se med 
zorenjem spreminja, saj smo v več mesecev zorenih izdelkih določili večinoma predstavnike 
rodu Lactobacillus, medtem ko bili nezoreni izdelki mikrobno bolj heterogeni in v večji meri 
zastopani s predstavniki rodu Lactococcus.  
Potrdili smo hipotezo, da se je vrstna sestava MKB mlečnih izdekov značilno razlikovala 
med vrstami mlečnih izdelkov. Razlike so bile tudi v velikostih populacij. Najbolj raznoliko 
mikrobioto smo določili v sirih, sledila sta surovo mleko in kajmak, surovo maslo in  
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pinjenec iz sladke smetane (20 in 21). Najmanj raznoliko mikrobioto smo ugotovili v kozjem 
kislem mleku (25) in kefirju (26).  
Pomemben del združbe tradicionalnih izdelkov so med MKB oblikovali laktobacili, 
predvsem Lb. plantarum in Lb. paracasei. Poleg laktobacilov, pa so zaradi močne 
zastopanosti ključni tudi enterokoki, predvsem Ec. faecium in Ec. facealis. Laktokoki so bolj 
značilni za fermentirana mleka in skute.  
Lahko rečemo, da so surovo mleko in tradicionalni mlečni izdelki iz območja JV Evrope 
bogat vir raznolike avtohtone mikrobiote, ki prispeva k oblikovanju njihovih specifičnih 
senzoričnih lastnosti, hkrati pa imajo odlične tehnološke in zdravju koristne lastnosti. Kar 
pa ne preseneča, saj je južna Evropa znana po dolgi tradiciji izdelave kvalitetnih 
tradicionalnih mlečnih izdelkov, ki jih oblikujeta pestra klima in geografsko območje.  
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PRILOGE 
Priloga A: Izračun Shannonovega indeksa pestrosti (J) MKB med izdelki z dodanimi in brez SK 
 
Dodatek SK  
 
Brez SK 
Št.izolatov pi pi∙ln pi Št.izolatov pi pi∙ln pi 
Lac. lactis 64 0,23 -0,34 84 0,22 -0,33 
Ec. faecalis 9 0,03 -0,11 30 0,08 -0,20 
Ec. faecium 1 0,00 -0,02 18 0,05 -0,14 
Lac. gravie 1 0,00 -0,02 0 0,00 0,00 
Str thermophilus 27 0,10 -0,23 6 0,02 -0,07 
Str. vestibularis 0 0,00 0,00 9 0,02 -0,09 
str. salivarius 0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Str. gallolyticus  0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Str. equinus  0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Str. parauberis 0 0,00 0,00 6 0,02 -0,07 
Str. parasanguinis 0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Lb. parasasei 114 0,41 -0,37 70 0,18 -0,31 
Leuc. messenteroides 20 0,07 -0,19 32 0,08 -0,21 
Ec. malodoratus 3 0,01 -0,05 0 0,00 0,00 
Ec. durans 3 0,01 -0,05 10 0,03 -0,10 
Lb. parabuchneri 3 0,01 -0,05 1 0,00 -0,02 
Lb. rhamnosus 3 0,01 -0,05 3 0,01 -0,04 
Lb. plantarum  6 0,02 -0,08 56 0,15 -0,28 
Lb. casei 2 0,01 -0,04 0 0,00 0,00 
Ped. pentosaceus 4 0,01 -0,06 0 0,00 0,00 
Leuc. citreum 1 0,00 -0,02 1 0,00 -0,02 
Leuc. paramesenteroides 16 0,06 -0,16 0 0,00 0,00 
Lb. delbrueckii 2 0,01 -0,04 0 0,00 0,00 
Lac. brevis 0 0,00 0,00 6 0,02 -0,07 
Lac. curvarus 0 0,00 0,00 2 0,01 -0,03 
Lac. paraplantarum 0 0,00 0,00 6 0,02 -0,07 
Lac. kefirii 0 0,00 0,00 23 0,06 -0,17 
Lac. hebernensis 0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Lac. raffinolactis 0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
Ec. italicus 0 0,00 0,00 10 0,03 -0,10 
Ec. gilvus 0 0,00 0,00 1 0,00 -0,02 
 
H= 1,862 
  
H= 2,399 
Hmax= 2,833 
Hmax= 3,219 
J= 0,657 J= 0,745 
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Priloga B: Izračun Shannonovega indeksa pestrosti (J)  med izdelki iz TO in surovega mleka 
Izdelki iz surovega mleka Izdelki iz TO mleka 
Vzorec Št. vrst pi pi∙ln(pi) Vzorec Št. vrst pi pi∙ln(pi) 
7 2 0,02 -0,08 1 2 0,03 -0,09 
8 1 0,01 -0,05 2 5 0,06 -0,17 
10 3 0,03 -0,11 3 3 0,04 -0,12 
11 4 0,04 -0,14 4 2 0,03 -0,09 
14 9 0,10 -0,23 5 4 0,05 -0,15 
15 1 0,01 -0,05 6 1 0,01 -0,06 
16 5 0,06 -0,16 9 2 0,03 -0,09 
20 4 0,04 -0,14 12 2 0,03 -0,09 
21 8 0,09 -0,22 13 3 0,04 -0,12 
22 2 0,02 -0,08 24 4 0,05 -0,15 
23 2 0,02 -0,08 
 
H= 1,15 
25 1 0,01 -0,05 Hmax= 2,40 
18 2 0,02 -0,08 J= 0,48 
27 3 0,03 -0,11 
  
   
28 3 0,03 -0,11 
29 3 0,03 -0,11 
30 7 0,08 -0,20 
31 1 0,01 -0,05 
32 3 0,03 -0,11 
33 4 0,04 -0,14 
34 6 0,07 -0,18 
35 5 0,06 -0,16 
36 3 0,03 -0,11 
37 2 0,02 -0,08 
38 2 0,02 -0,08 
39 4 0,04 -0,14 
17 5 0,06 -0,16 
19 3 0,03 -0,11 
26 2 0,02 -0,08 
 
H= 3,45 
Hmax= 3,71 
J= 0,927832 
 
 
 
 
 
